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Presentacion

Presentacion

Las enfermedades autoinmunes sistémicas son un grupo de patologias de gran importancia para
numerosos especialistas, por sus manifestaciones clinicas y complicaciones durante la evolucidn,
Yy que en ocasiones plantean dificultad diagndstica y terapéutica. Recientemente las sociedades
cientificas han revisado los criterios diagndsticos de muchas de estas enfermedades y a su vez
las técnicas y procedimientos analiticos estdn avanzando hacia una mayor eficiencia en el
manejo de estas patologias.

El objetivo de este manual es actualizar los conocimientos clinicos, analiticos y técnicos, con el
fin Ultimo de ayudar al diagndstico, prondstico y seguimiento de las enfermedades autoinmunes
sistémicas por parte del laboratorio de Andlisis Clinicos, especialmente desde el drea de
Autoinmunidad, dentro de Inmunologia.

Va dirigido al personal en formacién y a profesionales del ambito sanitario, clinico (médicos y
enfermeros) y del laboratorio (técnicos y analistas), puesto que recorre las areas asistenciales de
atencién primaria, y especialista (reumatologia, inmunologia, y dermatologia), toma de
muestras, y areas del laboratorio de soporte general (recepcion, distribucidn y preparacién de
las muestras), automatizacion, nuevas tecnologias y areas de conocimiento.

Para la elaboracién del manual nuestro grupo de trabajo ha realizado una revisién completa y
actualizada de las enfermedades autoinmunes sistémicas sobre la que ha seleccionado los
criterios diagndsticos con mayor evidencia clinica, asi como los perfiles analiticos, técnicas
instrumentales, procedimientos y algoritmos de laboratorio que ofrecen una mayor sensibilidad
y especificidad en el diagndstico, prondstico y seguimiento de cada una de estas enfermedades.

Septiembre 2012
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Capitulo 1

Patologia

Antonia Osuna Molina, Ana Lendinez Ramirezy Aurora Urbano Felices

1.1 Enfermedad autoinmune

La autoinmunidad es una condicion de respuesta inmunoldgica anémala frente a uno o varios
antigenos propios. Se caracteriza por una pérdida de tolerancia inmune. Una respuesta
autoinmune persistente desencadena una lesion tisular y alteraciéon de la homeostasis que da
lugar a la enfermedad autoinmune. Mientras la autoinmunidad es un fendmeno fisioldgico, la
enfermedad autoinmune es un sindrome clinico, caracterizado por la activacién de las células de
T o de las células de B, o ambas, que conducen a dafio tisular (patologia).

Los factores asociados al desarrollo de la autoinmunidad se pueden clasificar en genéticos,
inmunoldgicos, hormonales y ambientales. llustracién 1.
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INMUNOLOGICOS

*Déficithumorales
012: C, PAS, DNAasal, IgA
022: C (AEH)

*Defectos celulares

012: Fas, Fcy RIII

022: VIH

GENETICOS
HLA
No HLA

AMBIENTALES
Agentes infecciosos
Medicamentosy vacunacion

Efectos del género

. Embarazo
Toxinas .
Lactancia
Luz UV R
Stress fisico y psicologico A
DHEA

llustracidn 1. Factores asociados al desarrollo de la autoinmunidad
C: Complemento; PAS: proteina amiloide sérica; IgA: Inmunoglobulina A; AEH: angioedema
hereditario; Deficiencias Fas/Fas Ligando (proteina de membrana, miembro del Factor de
Necrosis Tumoral). Polimorfismos de receptor FcY RIll (Receptor Il que se une a la IgG por la
Fraccion del Complemento); VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; DHEA:
dehidroepiandrosterona

Las enfermedades autoinmunes pueden ser especificas de érgano o sistémicas. En este manual
trataremos las principales enfermedades autoinmunes sistémicas y su abordaje desde el
Laboratorio Clinico.

En los ultimos 30 afios se ha producido un aumento en la incidencia de enfermedades alérgicas y
autoinmunes en los paises desarrollados. EI 5% de la poblaciéon occidental padece una
enfermedad autoinmune.

En cuanto a la edad de aparicidn son menos frecuentes en la infancia, el pico de la edad de inicio
se sitla entre la pubertad y los 20 afios (segunda década de la vida). Respecto al género son
mucho mas frecuentes en las mujeres, en una proporcion de 8:1.

1.2 Enfermedades autoinmunes sistémicas

Se caracterizan por afectar a multiples drganos. Se asocian a respuestas autoinmunes frente a
antigenos propios ampliamente distribuidos por el organismo.

En la enfermedad autoinmune sistémica, no especifica de drganos, suele existir una
superposicion de perfiles de autoanticuerpos y caracteristicas clinicas en la misma persona. Por
tanto, un paciente puede presentar varias caracteristicas de Lupus Eritematoso Sistémico y
algunas caracteristicas de esclerodermia y se dice que tiene un "sindrome de superposicién".
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También es posible que la misma persona tenga dos enfermedades autoinmunes diferentes (por
ejemplo, enfermedad tiroidea y artritis reumatoide) a la vez.

1.2.1. Enfermedades del tejido conjuntivo

Las enfermedades del tejido conjuntivo o conectivo representan modelos clasicos de las
enfermedades autoinmunes sistémicas.

A) Lupus Eritematoso Sistémico

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es el prototipo de las enfermedades autoinmunes. Junto a
sus multiples manifestaciones clinicas se encuentran numerosos autoanticuerpos dirigidos
contra diferentes antigenos nucleares, citoplasmaticos y de la membrana celular.

No es una enfermedad rara. Afecta primordialmente a las mujeres en edad reproductiva. Su
etiologia es aun desconocida y multifactorial.

Las manifestaciones clinicas del LES son extraordinariamente variables:

o Puede haber compromiso del estado general, asi como de piel, articulaciones, rifiones,
pulmones, sistema nervioso, sangre y corazon. Practicamente puede afectar cualquier
érgano con una intensidad variable de paciente a paciente.

o El compromiso de la piel y las articulaciones es el mas frecuente, pero la afeccién renal
y neuroldgica define el prondstico de la enfermedad.

o Fendmenos isquémicos en diferentes érganos y debidos, entre otros, a la presencia de
anticuerpos antifosfosfolipidicos, pueden complicar el curso de la enfermedad

o Complicaciones derivadas del tratamiento inmunosupresor: mayor susceptibilidad a
infecciones.

El Colegio de Reumatologia de E.E.U.U. establecié once criterios diagndsticos para el LES en
1982, que se revisaron en 1992:

1. Erupcion malar

2. Erupcion discoide

3. Fotosensibilidad

4. Ulceras orales

5. Artritis (poliartritis no deforme)

6. Serositis (pleuritis y/o pericarditis)

7. Enfermedad renal (proteinuria > 0,5 g/dia o cilindros celulares)

8. Trastorno neuroldgico (psicosis y/o crisis epilépticas)

9. Trastorno hematoldgico (anemia hemolitica o leucitopenia o linfocitopenia o

trombocitopenia).
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10. Enfermedad inmunolégica:
o Anti-ADN
o Anti-Sm

o Falso positivo en estudio seroldgico para sifilis (VRDL falso por 6 meses) o
anticuerpos antifosfolipidicos positivos.

11. Anticuerpos antinucleares (ANA). Un titulo anormal de ANA por inmunofluorescencia
o por una prueba equivalente en cualquier momento y en ausencia de medicamentos
implicados en Sindrome Lupus inducido.

Para el diagndstico de LES se deben cumplir cuatro de los once criterios a la misma vez o de
forma sucesiva.

B) Esclerosis Sistémica

La esclerosis sistémica es una enfermedad del tejido conectivo que afecta piel, musculos,
articulaciones y drganos internos. En ella tienen lugar procesos multisistémicos caracterizados
por el endurecimiento progresivo de la piel debido a la acumulacidon excesiva de tejido
conectivo. Su historia natural es variable presentandose en algunos pacientes como enfermedad
limitada a piel sin afectacidon sistémica importante, mientras que otros pacientes desarrollan
enfermedad rdpidamente progresiva con compromiso de piel, sistema respiratorio, digestivo,
renal y cardiovascular (tabla 1). La base fisiopatoldgica de la esclerosis sistémica es una
activacion del sistema inmune con liberacion de mediadores de la inflamacidn que van a
producir los dos eventos principales de la enfermedad: aumento de colageno y lesion endotelial.

No se conocen las causas de esta enfermedad. Puede aparecer a cualquier edad, aunque es mas
frecuente en mujeres de mediana edad. Se sabe que su incidencia aumenta en grupos de
personas expuestos a determinados productos téxicos, pero en la mayoria de los casos no existe
una causa conocida.

Clinica de la enfermedad

o Lesiones de la piel 6rganos internos. Al principio estas lesiones consisten en una
inflamacion, que después se va transformando en un endurecimiento, debido a una
acumulacion excesiva de fibras de coldgeno, adquiriendo la piel una consistencia
fibrosa. Por ello a esta enfermedad también se la denomina esclerodermia. Cuando
estas lesiones afectan a otros drganos, como los pulmones o el tubo digestivo, éstos
también se vuelven rigidos y fibrosos por lo que se ve comprometida su funcion.

o Problemas vasculares. Al ocluir las pequefias arterias y capilares puede producir
sintomas y lesiones similares a las de algunas enfermedades circulatorias, como dolor y
tlceras en los dedos. En algunos pacientes puede ocurrir algo similar en otros drganos.

o La esclerosis sistémica suele comenzar con una leve tumefaccion de la piel de las
manos y pies, a veces también de la cara, que se va extendiendo por los miembros y
que puede afectar a todo el cuerpo. Posteriormente, la piel se vuelve rigida y dura
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(esclerodactilia), se hace dificil de pellizcar y a veces limita los movimientos de las
articulaciones.

Fendmeno de Raynaud: cambios de coloracién de las manos que, cuando se exponen
al frio, se vuelven excesivamente palidas y después violdceas, acompafidandose a veces
de dolor u hormigueo. Puede asociarse a otras muchas enfermedades, o aparecer en
personas sin otras enfermedades.

Telangiectasia: dilataciones de capilares pequefios y de los vasos superficiales, que se
presentan como lesiones de color rojo. Este fendmeno aparece en la esclerosis
sistémica cutanea limitada, conocida anteriormente como sindrome de CREST: C =
calcinosis en la piel y en otros lugares; Fendmeno de R = Raynaud, E = alteracién de la
motilidad del eséfago de la fibrosis submucosa; S = Esclerodactilia de la fibrosis
dérmica; T = Telangiectasias.

Otras manifestaciones: dolor en las articulaciones, fatiga, problemas digestivos, como
dificultad para tragar, estrefiimiento o diarrea, y problemas cardiorrespiratorios como
dificultad respiratoria, hipertension o dolor en el pecho.

DIFUSA LIMITADA

Progresion Rapida Lenta

Extremidades distal y

) Distal de los codos, cara.
proximal, cara, tronco.

Afectacién cutdnea

Puede preceder la
enfermedad dérmica por

Comienzo dentro de 1 afio o

Fendmeno de . .
al tiempo de los cambios

Raynaud

cutaneos. afnos.
-Pulmonar: fibrosis -Gastrointestinal
intersticial. -Hipertension arterial

pulmonar después de 10-15
anos de enfermedad en <10%
de pacientes.

-Cirrosis biliar.

-Renal: crisis hipertensiva
renovascular.
-Gastrointestinal.
-Cardiaco.

Compromiso organico

Dilatacion sin significativa

Capilares ungueales

Dilatacion y pérdida capilar.

pérdida capilar.

Anticuerpos
antinucleares

Anti-topoisomerasa 1

Anticentrémero

Prondstico

Grave

Leve

Tabla 1. Formas de presentacion de la Esclerosis Sistémica

C) Sindrome de Sjégren

El Sindrome Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune sistémica que se caracteriza por
afectar principalmente a las glandulas exocrinas que conduce a la aparicién de sequedad. Las
glandulas exocrinas, son las encargadas de producir liquidos como la saliva, las lagrimas, las
secreciones mucosas de la laringe y de la trdquea y las secreciones vaginales. Liquidos que
hidratan, lubrican y suavizan las partes del organismo que estdn en contacto con el exterior
mucosas. Es también una enfermedad reumdtica, que produce dolor e hinchazén en las

articulaciones. Recibe el nombre en honor al oftalmdlogo sueco Henrik Sjogren.
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Como los diversos sintomas y manifestaciones no siempre aparecen en todos los pacientes, el SS
puede ser una enfermedad dificil de diagnosticar, ya que en la practica, estas manifestaciones
son valoradas de forma individual por especialistas distintos, en lugar de ser evaluadas en
conjunto como una enfermedad. Las manifestaciones iniciales suelen ser bastante inespecificas.
La mayoria de los pacientes tienen sintomas relacionados con la disminucion de la funcion de
glandulas lagrimales y salivales

Es una enfermedad crénica de progresion muy lenta en el tiempo, por esta causa, puede haber
un periodo de hasta 10 afios entre el comienzo de los sintomas y el diagndstico de la
enfermedad.

Se reconocen dos formas distintas que sélo se distinguen en funcion de si la enfermedad esta
acompanada o no de otras enfermedades autoinmunes: el SS primario, y el SS asociado a otras
enfermedades, mas conocido como SS secundario.

o EISS primario aparece sin la presencia de otra enfermedad autoinmune asociada. En el
segundo, ademas del SS, el paciente presenta otras enfermedades autoimmunes o
reumatoldgicas. Las mas frecuentes son la artritis reumatoide (AR), el lupus
eritematoso sistémico (LES), esclerodermia, dermato-polimiositis, tiroiditis o cirrosis
biliar primarias, entre otras.

o El término "SS secundario", utilizado desde hace afios, estd mal utilizado a causa de
una mala traduccidn del inglés, ya que, cuando se escucha la palabra «secundario»,
parece que se trata de algo que no tiene importancia; por ello es preferimos hablar de
"'SS asociado", que quiere decir que se da conjuntamente con otras enfermedades.

Criterios diagnostico desarrollados por el grupo de consenso europeo para el estudio del SS
(GECUSS) en el 2002 son los siguientes:
1. Sintomas oculares, en funcién de la clinica.
Sintomas orales, en funcidn de la clinica.
Signos oculares, en funcién de pruebas diagndsticas.

2
3
4. Histopatologia
5. Compromiso glandulas salivares, en funcién de pruebas diagndsticas.
6

Autoanticuerpos frente a Ro(SSA) o La(SSB) o ambos.

La determinacidn de anticuerpos antinucleares suele ser el mayor dato inmunoldgico cuando se
sospecha la existencia de una enfermedad autoinmune y su positividad forma parte de los
criterios diagndsticos del y SS primario- La positividad de estos autoanticuerpos en pacientes con
SS primario SSp suele ser superior al 80%.

Los anticuerpos antinucleares estan presentes en el 90% de los casos de SS primario. Casi un
70% de los enfermos presentan elevaciéon del factor reumatoide (FR) y casi un 30%
crioglobulinemia.
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En pacientes con sospecha clinica de SS, se consideran con una alta especificidad diagndstica,
aunque aparezcan en porcentajes variables (40-70%), segln la técnica empleada. Los anti-Ro
(SSA) maternos, tienen una alta relacién con el bloqueo cardiaco congénito.

Otro pardmetro de laboratorio caracteristico del SS es la elevacion de la velocidad de
sedimentacion globular (hasta el 60% de enfermos tienen elevada de VSG), sin elevacion de la
proteina C reactiva (PCR). Este se debe a que la elevacidon de VSG esta relacionada con la
presencia de hipergammaglobulemia, de la que no depende el valor de la PCR. En los pacientes
con Ac. Anti Ro/La+, esta elevacidon de la VSG es aln mas marcada.

Asi pues, el perfil de VSG elevada, PCR normal, hipergammaglobulemia y FR positivo seria el
patron tipico analitico de SS.

D) Dermatomiositis-Polimiositis

Ambas entidades clinicas se encuentran dentro del grupo de las miopatias inflamatorias
caracterizadas por inflamacidon cronica, difusa o local de la musculatura estriada. En la
polimiositis (PM) se instaura una debilidad muscular de predominio proximal, en la cintura
escapular y pélvica, los musculos respiratorios, de la deglucion y el miocardio. Cuando se
presentan manifestaciones de piel asociadas (como el brote en heliotropo peripalpebral y las
papulas de Gottron) se le conoce como dermatomiositis (DM). Existe un subgrupo de pacientes
con dermatomiositis sin miositis a los cuales se les denomina dermatomiositis amiopdtica, por la
presencia de los hallazgos clasicos de dermatomiositis en piel, pero sin miopatia.

DM-PM es una enfermedad rara con una incidencia anual de 5-10 casos por millén, la
prevalencia es de 50-90 casos por millén, tiene una incidencia bimodal, presentando los picos en
la infancia (5-15 afios) y en la vida adulta (30-50 afos). Las mujeres se afectan mas que los
hombres en una proporcion de 2-3. Histolégicamente lo que se aprecia es un infiltrado
inflamatorio predominantemente mononuclear con algunas caracteristicas que permiten
diferenciar la DM de la PM. En la DM el infiltrado es de tipo perivascular alrededor de los
fasciculos, se observan fibras necréticas en grupos y atrofia perifascicular en el 90% de los nifios
y 50% de los adultos. En esta, el érgano blanco son los vasos sanguineos. En la PM el infiltrado se
localiza dentro de los fasciculos musculares, las fibras necroéticas son escasas y esparcidas y el
6rgano blanco son las miofibrillas.

De acuerdo a la presencia de auto-anticuerpos, se han definido subtipos de pacientes con
DM/PM.

o El sindrome antisintetasa (autoanticuerpos antiaminocil-tRNA), se caracteriza por
fiebre, fendmeno de Raynaud, manos de mecanico, poliartritis, neumonitis intersticial
y miositis.

o Pacientes con anticuerpos anti-particula de reconocimiento de sefial (anti-SRP), se
observa especialmente en pacientes con PM, se presentan con debilidad marcada que
progresa a marcada incapacidad y dificultad para la deambulacidn.

o Los anticuerpos anti Mi-2 se asocian a DM y responden generalmente a la terapia.
Pueden tener un brote refractario al tratamiento en algunos casos.
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E) Enfermedad mixta del tejido conectivo

El espectro clinico de las enfermedades del tejido conectivo es extremadamente diverso.
Multiples sintomas y signos podrian presentarse en diferentes combinaciones: en algunos casos
se trata de combinaciones especificas de sintomas que frecuentemente se presentan juntos, en
la mayoria de los casos en asociacidén con autoanticuerpos contra constituyentes nucleares bien
caracterizados. Esto ha llevado a la definicion de enfermedades especificas del tejido conectivo
basada en la presencia de sintomas y signos particulares, en asociacion con hallazgos seroldgicos
especificos. Sin embargo, muchos pacientes con sintomas de enfermedad del tejido conectivo no
satisfacen totalmente los criterios diagnodsticos para una enfermedad especifica: tales pacientes
podrian estar en una etapa inicial de alguna de estas enfermedades y luego podrian desarrollar
una especifica. La enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) es el clasico ejemplo de un
sindrome indiferenciado dentro de las enfermedades del tejido conectivo. La justificacion de
definir a la EMTC como una enfermedad especifica del tejido conectivo esta basada en parte, en
la presencia de autoanticuerpos a antigenos nucleares particulares, por ejemplo U,-RNA
asociado a proteinas, U, ribonucleoproteina nuclear pequefia (U;-snRNP).

Las manifestaciones mas importantes de la enfermedad son fendmeno de Raynaud, edema de
las manos, acroesclerosis, artritis y miositis. La conjugacion de por lo menos tres de estas
alteraciones, con participacidon invariable de al menos una de las dos ultimas, junto con la
presencia en suero de anti-RNP a titulos mayores de 1:1,600 por hemaglutinacién, han sido
propuestas por Alarcén Segovia como criterios diagndsticos con alta especificidad y sensibilidad.
Los pacientes pueden tener acortamiento del cabello frontal, alopecia difusa, fotosensibilidad e
incluso eritema en alas de mariposa.

Sin embargo, presentan también acroesclerosis, calcinosis, microinfartos en pulpejos y afecciéon
esofagica distal, proximal o de tercio medio. Un signo cardinal es el edema de manos. Este es
mas persistente del que ocurre en la fase edematosa de la esclerodermia, con dedos
extremadamente gruesos. La asociacion de éste con cierto grado de esclerosis y el signo de
Gottron es muy caracteristica de la enfermedad. La artritis de la EMTC es sdlo superada en su
gravedad y capacidad destructiva por la artritis reumatoide. Es también diferente de la del LES,
aun cuando ésta sea también destructiva. Puede acompafiarse de nddulos reumatoides
multiples en manos y antebrazos. Tienen también miopatia dificil de distinguir de la
dermatopolimiositis y manifestaciones caracteristicas como halo en heliotropo y signo de
Gottron. El sindrome de Sjogren es un hallazgo constante y es probable que la EMTC sea la causa
mas frecuente de este sindrome en nifios. La afeccidn renal ocurre, pero es poco frecuente y en
forma tardia, puede ocurrir hipertension pulmonar que puede ser mortal.

1.2.2. Sindrome de Goodpasture

El sindrome de Goodpasture es una enfermedad autoinmune con clara preferencia por adultos
jévenes de sexo masculino (varones: mujeres = 6:1). Se expresa con hemoptisis secundaria a
hemorragia alveolar y glomerulonefritis rapidamente progresiva, relacionadas con la presencia
de depdsitos de anticuerpos antimembrana basal alveolar y glomerular (reaccién inmunoldgica
tipo 1l). Las manifestaciones pulmonares son las predominantes y determinan la evolucién de la
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enfermedad, pues corresponden con la principal causa de la muerte en estos pacientes. Existen
pocas comunicaciones sobre la afeccidn en la literatura pediatrica internacional.

Los hechos clinicos, de laboratorio y la necropsia permiten configurar el sindrome de
Goodpasture. En 1958 Slanion utilizd el término "sindrome de Goodpasture" al publicar la
asociacién entre hemorragia pulmonar y glomerulonefritis, el cual continda siendo aplicado a
pacientes con hemoptisis, signos radioldgicos de enfermedad infiltrativa pulmonar difusa,
anemia y fallo renal con dafio glomerular. En 1964 se describieron depdsitos lineales de
inmunoglobulinas en el rifidn de pacientes con una forma similar de presentacién.
Posteriormente se determind la presencia de depdsitos de inmunoglobulinas en los pulmones de
pacientes con este sindrome y que ellos correspondian a anticuerpos contra la membrana basal
glomerular (MBG), ubicables circulando en el suero y fijos en los tejidos.

El posible antigeno es el colageno tipo IV de la membrana basal glomerular, que ocurriria una
respuesta inmunitaria que incluiria sintesis de anticuerpos contra la membrana basal. El
desarrollo de capacidad antigénica seria secundario a infecciones virales como la producida por
virus influenza o cualquier otro tipo de afectacion de la MBG, como inhalacion de solventes
voldtiles de tipo hidrocarburos e ingestién de penicilamina. La teoria exclusivamente
inmunoldgica sobre la patogenia del sindrome Goodpasture tiene debilidades, pues en algunos
pacientes que corresponden al sindrome, no ha sido posible demostrar anticuerpos contra la
membrana basal en el suero y en los depdsitos de material inmunitario en rifiones y pulmones.

La hemorragia alveolar masiva fue la causa de muerte en 30% de los pacientes de una serie en
que la edad variaba de 16 a 61 afios, y la sobrevida promedio desde el diagnostico fue 15
semanas. Usualmente la hemoptisis precede a la falta renal, pero esta suele ser rapidamente
progresiva. La plasmaféresis se emplea con el propdsito de reducir la cantidad de anticuerpos
circulantes contra la membrana basal y ha producido efectos beneficiosos sobre el curso clinico
de la enfermedad.

1.2.3. Vasculitis Sistémicas

El término vasculitis engloba a un grupo heterogéneo de procesos con un fondo comin como es
la presencia de inflamacion de los vasos sanguineos, que puede asociarse a necrosis de la pared
vascular. La afectacién inflamatoria vascular, muchas veces difusa, determina la aparicion de
sintomatologia general (fiebre, astenia, afectacién del estado general, etc.), que hace que sean
definidas como sistémicas, y el desarrollo de manifestaciones orgdnicas locales (dolor
abdominal, sintomas neuroldgicos, compromiso renal, etc.) como consecuencia de la isquemia o
el infarto visceral por oclusion de los vasos. La localizacién de los vasos, su diferente tamafio y la
distinta histopatologia, en la que predominard la lesidn necrosante o la granulomatosa,
constituyen caracteristicas que definen los diferentes sindromes vasculiticos y permiten su
individualizacion, aunque la clasificacion actual ofrece una gran controversia. La vasculitis puede
ser la Unica expresion de enfermedad y constituir el grupo de las vasculitis primarias - como la
poliarteritis nudosa (PAN) o la granulomatosis de Wegener - o asociarse a otra entidad - como
ocurre en algunos casos de artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico (LES), infecciones y
neoplasias -, configurando entonces el grupo de las vasculitis secundarias.
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Tipos de las vasculitis segun su etiologia:

o Infeccidn directa de los vasos.

Vasculitis infecciosas: Micobacterias, espiroquetas, virus, hongos, Rickettsia, etc.

o Lesién inmunoldgica.

o

O

Mediadas por inmunocomplejos: P. Schoénlein-Henoch, crioglobulinemia,
vasculitis lUpica, vasculitis reumatoide, enfermedad del suero, vasculitis
paraneoplasica, enfermedad de Behget, eritema elevatum diatinum y algunas
vasculitis asociadas a farmacos.

Ataque directo de anticuerpos: Sindrome de Goodpasture (anticuerpos anti-
membrana basal) y enfermedad de Kawasaki (posiblemente mediada por
anticuerpos antiendotelio).

Asociadas a ANCA (Pauci-inmunes): Granulomatosis de Wegener, poliangeitis
microscopica, sindrome de Churg-Strauss y algunas vasculitis inducidas por
farmacos.

Mediadas por células: Rechazo vascular celular agudo.

o Etiologia desconocida.

(@]

(@]

Arteritis de células gigantes.

Arteritis de Takayasu PAN cl3sica.

Vasos grandes (aorta y sus ramas principales)
Arteritis de células gigantes (temporal)

Arteritis de Takayasu.

Vasos de mediano calibre (arterias viscerales principales)
Poliarteritis nodosa clasica

Enfermedad de Kawasaki.

Vasos pequefios (vénulas, capilares y arteriolas)
Granulomatosis de Wegener

Sindrome de Churg-Strauss.

Poliangeitis microscopica.

Purpura de Schonlein-Henoch.

Vasculitis crioglobulinémica esencial.

Vasculitis leucocitocldstica cutanea.

Tabla 2. Clasificacion de las vasculitis primarias no infecciosas segtin el tamario de los vasos

lesionados

La heterogeneidad de los sindromes vasculiticos, su solapamiento clinicopatoldgico y la ausencia
de datos patognomodnicos y de un agente etiolégico reconocido para la mayoria de ellos, han
dificultado sobremanera su clasificacién. Actualmente, se sigue la clasificacion del Chapel Hill
Consensus (1994), basada en criterios clinicopatoldgicos con implicaciones terapéuticas. Tabla 2.
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A) Vasculitis de vasos grandes
Arteritis de células gigantes

Se define como la inflamacidén granulomatosa, focal y discontinua de arterias de mediano y gran
calibre, preferentemente vasos extracraneales, entre ellos la arteria temporal. Previamente
denominada arteritis temporal, o enfermedad de Horton, actualmente se considera una
enfermedad sistémica que puede afectar a cualquier drgano. Cuando afecta al arco aértico se
denomina "aortitis de células gigantes". Con frecuencia aparece asociada a la polimialgia
reumatica.

La incidencia aumenta con la edad con un pico maximo entre los 70 y 80 afos. Existe una
predisposicion genética hallada en individuos de la misma familia y que se ha asociado al HLA-
DR4. El comienzo puede ser agudo. En ocasiones se presenta como pérdida de visién debido a
una complicacién isquémica- Las formas mads agudas tienen un curso mas agresivo y peor
prondstico. En la arteritis de células gigantes la sintomatologia puede agruparse en: 1) sintomas
de polimialgia reumatica; 2) sintomas consitucionales (fiebres, astenia, anorexia, pérdida de
peso) y 3) sintomas arteriticos, siendo la cefalea el mas comun. La velocidad de sedimentacidn
globular se eleva en mas del 95% de los casos pero es la biopsia de la arteria temporal lo que
permite el diagndstico definitivo de esta forma de vasculitis.

Arteritis de Takayasu

Se trata de una vasculitis crdénica, granulomatosa que afecta a vasos de gran calibre: aorta y sus
ramas principales, asi como a la arteria pulmonar. Es mas prevalente en paises asiaticos, sobre
todo en Japdn y suele presentarse antes de los 40 afios.

El Colegio Americano de Reumatologia establecié en 1990 los siguientes criterios para la
clasificacion de esta forma de vasculitis, siendo necesarios 3 de los 6 para el diagndstico:
1. Inicio de la enfermedad antes de los 40 afios.
Claudicacién de miembros.
Pulso braquial disminuido.
Mads de 10mmHg de diferencia en la presion arterial sistélica de ambos brazos.

Soplo audible en la auscultacion de las aterias subclavias i de la aorta abdominal.

o vk~ w N

Anomalia de la arteriografia: estrechamiento u colusidn, habitualemte segmentario de
o focal de la aorta, sus ramas principales o grandes arterias proximales de los
miembros, no debidos a aterosclerosis, displasi fibromuscular ni causas parecidas.

12



Patologia
B) Vasculitis de vasos medianos
Poliarteritis Nodosa Clasica

Se define como la afectacion inflamatoria de arterias musculares medianas y pequefias con
necrosis fibrinoide. No hay afectacion de arteriolas capilares ni vénulas.

El Colegio Americano de Reumatologia establecié en 1990 los siguientes criterios para la
clasificacion de esta forma de vasculitis, siendo necesarios 3 de los 10 para el diagndstico.
Incorporan parametros clinicos, analiticos, radioldgicos e histoldgicos:

Pérdida poderal >4 kg sin otra causa.

Livedo reticularis.

Dolor testicular.

Mialgias 6 debilidad muscular.

Mono-/Polineuropatia.

Tensidn arterial diastélica > 90mmHg.

Uremia>40mg/dL 6 cretainina sérica >1,5mg / dl

Presencia del antigeno de superficie é anticuerpos frente al virus de la hepatitis B.

W ® N o Uk~ W DN

Arteriografia alterada (aneurismas).

[uny
o

. Biopsia de arterias de pequefio, mediano tamafio con presencia de polimorfonu-
cleares.

Esta clasificacién no tuvo en cuenta el diagndstico diferencial con la poliangeitis microscépica
que fue incorporada 4 afios mas tarde en la nomenclatura de las vasculitis Chapel Hill. Esto hizo
qgue en mucho estudios epdemioldgicos se sobreestimara la incidencia de esta vasculitis.

Las arterias viscerales se afectan por orden de frecuencia: renales en el 85% de casos, coronarias
en el 75%, hepaticas en el 65%, y mesentéricas en el 50%. La presentacion clinica es variable
desde formas agudas con compromiso organico o vital (derivadas del de la disfuncion del
drgano/territorio afecto) a formas subclinicas. A diferencia de otras vasculitis de vaso pequefio
en la poliangeitis nodosa no hay afectacion de capilares renales ni pulmonares, presentes en la
poliangeitis microscdpica, asi como tampoco se asocia a anticuerpos anticitoplas de neutrdfilo
(ANCA). Sin tratamiento, la PAN es mortal. La hipertensidn es el factor que mas condiciona el
prondstico.

Se detecta la presencia de HBsAg(+) en un 30% de casos.

Enfermedad de Kawasaki

La enfermedad de Kawasaki (EK) se caracteriza por ser una vasculitis sistémica que afecta a
vasos pequefnios y medianos. Aumenta la con permeabilidad vascular mediada por el factor de

crecimiento del endotelio vascular (FCEV). ElI FCEV, también conocido como factor de
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permeabilidad vascular, es un regulador importante de la angiogénesis y la permeabilidad
vascular. Se ha demostrado que los niveles de FCEV son significativamente superiores en los
pacientes afectados por la EK.

La prevalencia de la EK es mas elevada en paises asidticos y afecta sobre todo a nifios menores
de 5 afios. Se trata de un sindrome ganglionar mucocutaneo autolimitado y la gravedad que
alcance depende del grado de afectacion cardiaca. Cursa con fiebre alta, eritema y edema en
manos pies, exantema polimorfo, conjuntivitis bilateral, cambios en labios (secos, fisurados) y
mucosa oral (lengua aframbuesada, eritema difuso de la mucosaa), adenopatias cervicales de
mds de 1,5 cm de didametro. La enfermedad se desarrolla en 3 etapas: aguda febril, sudaguda y
de convalecencia, siendo en ésta Ultima en la que aparecen aneurismas coronarios.

Las pruebas de laboratorio en la EK son inespecificas: elevacion d reactantes de fase aguda,
elevacidn de enzimas hepaticos, alteracidn del perfil lipidico.

C) Vasculitis de vasos pequefios
Granulomatosis de Wegener

La granulomatosis de Wegener (GW) es una vasculitis sistémica de vasos pequefios de etiologia
desconocida. En el Consenso de Chapel Hill de 1994 se definid como una inflamacidn
granulomatosa que afecta a las vias respiratorias con vasculitis necrotizante que afecta a vasos
de pequefio y mediano calibre (capilares, vénulas, arteriolas y arterias). La existencia de una
glomerulonefritis necrotizante es frecuente.

Afecta por igual a ambos sexos y se presenta sobre la cuarta década de la vida. Los sintomas
respiratorios mas frecuentes (disnea, tos y hemoptisis) se deben a la presencia de infiltrados
pulmonares con tendencia a la cavitacion, detectables en una radiografia o TAC de toérax. La
afectacion renal cursa con proteinuria, microhematuria, hipertension arterial y un rapido
deterioro de la funcidon renal. Otros 6rganos y sistemas que se ven afectados en GW son: ojos
(masas orbitarias y escleritis); oidos (pérdida de la audicidén), compromiso nasal en >del 90% de
los casos (rinitis, inflamacidn cartilaginosa con colapso y perforacion nasal), sintomas sistémicos
(fiebre), del sistema nervioso central y periférico (neuritis de pares craneales y mononeuritis
multiple).

Existen 2 formas de presentacién: una limitada, no renal o patérgica, que representa el % de los
casos y otra clasica.

El curso de la enfermedad es variable desde una evolucidn muy benigna hasta muy agresiva, que
pone en peligro la vida del paciente. La mortalidad se presenta principalmente por Insuficiencia
renal, enfermedad pulmonar e infecciones. Las cifras de morbimortalidad pueden estar
afectadas por el retardo diagndstico.

El diagndstico diferencial incluye lesiones granulomatosas de tipo: tuberculosis, micosis, etc, y la
granulomatosis linfomatoide (GL).
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Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos con patrén citoplasmatico (c-ANCA) son positivos
en el 93 % de casos cuando la enfermedad estd activa. Los c-ANCA caracteristicos de la GW son
anticuerpos dirigidos contra la proteinasa serina 3 de los granulos azurdfilos del neutréfilo (PR-
3). Pueden llegar a negativizarse en las remisiones. También se han usado otros anticuerpos
como los AECAS (anticuerpos anticélulas endoteliales) que inducen la expresion de diversa
moléculas de adhesion como la E-selectina, ICAM-1, VCAM-1 asi como las interleukinas 1, 6 y 8.

Sindrome de Churg-Strauss

La forma clasica del sindrome de Churg-Strauss se define por la asociacion de vasculitis sistémica
necrotizante con afectacidn pulmonar, esplénica, miocardica, nervio periférico y piel. La
vasculitis afecta a vasos de diverso calibre: arterias de tamafio desde grande o mediano hasta
arteriolas, capilares, vénulas y venas, granulomas eosinofilicos (mas frecuentes en pulmadn,
intravasculares y extravasculares) e infiltrados eosinofilicos en diversos érganos, todo ello
asociado a hipereosinofilia, alergia y asma. Cada vez con mayor frecuencia se describen "formas
parciales" que no cumplen la triada o que estan limitadas a un érgano.

El Colegio Americano de Reumatologia establecié 5 criterios diagndsticos para el sindrome de
Churg-strauss, llegando a 85% de sensibilidad y 92% de especificidad en el diagndstico si se
cumplen 4 de ellos:

1. Asma.
Eosinofilia >10%.
Mono-/polineuropatia.
Infiltrados pulmonares transitorios.

Anormalidades en los senos paranasales.

o vk~ W N

Biopsia de una arteria arteriola o vénula con acumulo de eosindfilos en areas
extravasculares.

Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos con patron periférico (p-ANCA) son positivos en un
75 % de casos. En este caso, de especificidad antimieloperoxidasa (MPO).

Poliangeitis microscopica (PAM o Angeitis por hipersensibilidad o vasculitis leucocitoclastica)

Constituye junto con las anteriores vasculitis descritas de vasos pequefios (GW y Churg-Strauss)
el grupo de vasculitis asociadas a ANCA. Es la forma mas frecuente de vasculitis en mayores de
65 afnos. Se define como una vasculitis necrotizante sistémica de pequefio vaso que afecta
arteriolas, capilares y vénulas.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la PAM de mayor a menor frecuencia de
aparicion son:

o Nefropatia con glomerulonefritis necrotizante de progresion répida.

o Cutadneas: purpura palpable.
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o Polineuropatia o mononeuritis multiple.
o Hemoptisis por hemorragia alveolar secundaria a capilaritis pulmonar.

Los p-ANCA son positivos en el 70 % de los casos y hasta en un 15% se han asociado a c-ANCA. El
diagnodstico de sospecha estd basado en la clinica, pruebas de laboratorio sugerentes de
enfermedad inflamatoria (VSG, PCR) y ANCA (aunque un resultado negativo no excluye su
diagndstico). La confirmacion diagndstica es histopatoldgica de los érganos afectados.

Purpura de Schénlein-Henoch

Es una vasculitis de pequefio vaso (arteriolas, capilares y vénulas) con depdsito de
inmunocomplejos, predominantemente de tipo Ig A. Es la vasculitis sistémica mas frecuente de
la infancia con un muy buen prondstico (el 50 % se siguen remision espontanea).

El origen es desconocido. La mayoria de los pacientes (75%) tienen menos de 10 afios. Las
manifestaciones clinicas comprenden purpura en extremidades inferiores, glomerulonefritis,
dolor abdominal y artralgias. Las manifestaciones renales (70 %) son variables: hematuria leve,
proteinuria leve o sindrome nefrético con insuficiencia renal grave.

El diagnostico de la purpura de Schonlein-Henoch es clinico. Desde el punto de vista de las
pruebas de laboratorio se pueden ver alterada la VSG, presentar una anemia secuandaria a
pérdidas digestivas o renales y en dos tercios de los pacientes hay trombocitosis. La afectacidn
renal de este sindrome se muestra con microhematuria y proteinuria. En casos graves se eleva la
urea y creatinina en suero. La mitad de los pacientes presentan niveles elevados de IgA en la fase
aguda de la enfermedad, con inmunocoplejos circulantes. En una proporcion elevada de
pacientes se existe un titulo elevado de anticuerpos antiestreptolisina O.

Vasculitis por crioglobulinas

Las crioglobulinas son complejos de una o mas inmunoglobulina que precipitan a una
temperatura (42C) y se vuelven a solubilizar cuando aumenta la temperatura (302C).

Las vasculitis por crioglobulinas son vasculitis de pequefio vaso (sélo arteriolas, capilares y
vénulas) con depdsito de crioglobulinas en las paredes vasculares y presencia de éstas circulando
en suero.

Existen tres tipos de crioglobulinemias:

o En la crioglobulinemia tipo | sélo se detecta una inmunoglobulina, de origen
monoclonal. Se asocia a neoplasias hematopoyéticas (mieloma mudltiple y
macroglobulinemia de Waldenstrom).

o En la crioglobulinemia tipo Il se dan complejos formados por dos inmunoglobulinas,
siendo lo mas frecuente una IgM monoclonal mas IgG policional. La mayor parte de los
casos son primarios (crioglobulinemia mixta esencial).
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o En la crioglobulinemia tipo Il los complejos son de dos inmunoglobulinas, ambas
policlonales. Generalmente es secundaria a infecciones, procesos linfoproliferativos,
enfermedades autoinmunes, etc.

o La crioglobulinemia mixta esencial es un cuadro clinico similar a la pudrpura de
Schonlein-Henoch, pero con una edad media de 50 afios. Se aprecia debilidad, purpura
en extremidades inferiores, artralgias, hepatoesplenomegalia, adenopatias vy
glomerulonefritis con depdsito de crioblobulinas en vasos y glomérulos, detectables
con inmunofluorescencia.

La mayoria de los pacientes tienen asociada una infeccion por el virus de la hepatitis C.
Vasculitis leucocitoclastica cutanea

Es una vasculitis con afectacion exclusivamente cutdnea, apreciandose inflamacién en capilares y
vénulas postcapilares dérmicos. Se atribuye a un fendmeno de hipersensibilidad pero en la
mayoria de los casos no se identifica el factor que lo desencadena. Los farmacos y las infecciones
son los agentes mas frecuentes. La principal manifestacidn clinica es una pupura palpable que
aparece de forma simétrica sobre todo en miembros inferiores y empeora con la actividad fisica.

Es preciso realizar un diagndstico diferencial cuando aparezcan inmunocomplejos con la parpura
de Schonlein-Henoch vy la crioglobulinemia. Si se aprecian ANCA, hay que hacer el diagndstico
diferencial con la enfermedad de Wegener, la poliangeitis microscopica y la enfermedad de
Churg-Strauss.

D) Enfermedad de Behget

El sindrome de Behcet (también Behget) es una enfermedad reumatica crdonica que causa una
inflamacion de los vasos sanguineos (vasculitis) de causa desconocida, que puede afectar a casi
cualquier parte del organismo (distribucidon generalizada o sistémica) y esta catalogada como
una enfermedad rara. Habitualmente afecta a los pequefios capilares y ocasionalmente a
algunas venas y arterias.

Se desarrolla en personas genéticamente predispuestas (asociadas al HLA-B51) que se ven
expuestas a algun agente externo, probablemente una infeccion.

La enfermedad de Behget tiene una incidencia muy baja y un curso crdnico. Causa ulceras en la
boca en forma de llagas dolorosas, ulceras genitales e inflamacion ocular. También puede causar
varios tipos de lesiones en la piel, inflamacidon de las articulaciones (artritis), inflamacion
intestinal con diarrea e inflamacion del sistema nervioso, tanto central (cerebro, cerebelo,
tronco cerebral, médula espinal, meninges) como de los nervios periféricos (brazos y piernas).

1.2.4. Sindrome antifosfolipido

El sindrome antifosfolipido o sindrome del anticuerpo antifosfolipido (SAF) es un desorden de
coagulacién.
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En ausencia de otros procesos autoinmunes se le denomina SAF primario Es comun la
coexistencia con otras enfermedades autoinmunes (SAF secundario) Ademas hay una variante
rara y de alta tasa de mortalidad, el SAF catastrofico, en la que se produce una multiple y rapida
trombosis y disfuncion de los érganos.

La presencia de los anticuerpos sin clinica asociada no define al SAF (sélo un 30% de los
pacientes con anticuerpos antifosfolipido presentan manifestaciones clinicas}. Las
manifestaciones clinicas son multiples y evidencian los acontecimientos trombodticos a nivel
venoso, arterial y en pequefios vasos; destacandose manifestaciones cutaneas, cardiovasculares,
neuroldgicas, ginecoobstétricas, respiratorias, renales y hematoldgicas.

Los criterios clasificatorios del SAF actualmente aceptados son los siguientes:
Criterios clinicos
o Fendmenos trombdticos: uno o mas episodios clinicos de trombosis arterial, venosa o
de pequefio vaso en cualquier organo o tejido.

o Manifestaciones obstétricas

o Una o mas muertes idiomaticas de un feto morfolégicamente normal a partir de
las 10 semanas de gestacion.

o Uno o mas nacimientos prematuros de un neonato morfolédgicamente normal a
partir de las 34 semanas de gestacién, debidos a preeclampsia o eclampsia
grave, o a una insuficiencia placentaria grave.

o Tres o mas abortos idiomaticos consecutivos antes de las 10 semanas de
gestacion.

Criterios de laboratorio

o Anticuerpos anti-Cardiolipina (aAC) de isotipo 1gG y/o IgM en sangre, presentes a titulo
moderado o alto, en dos o mas ocasiones, separadas al menos 12 semanas,
determinadas mediante técnica de ELISA para aAC dependientes de B,GPI.

o Anticoagulante lUpico presente en plasma en 2 0 mas ocasiones separadas al menos 12
semanas, determinados de acuerdo con las directrices de la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasia.

o Anticuerpos anti-B, Glicoproteina | de isotipo IgG y/o IgM en sangre, presentes a titulo
moderado o alto, es 2 0 mas ocasiones separadas al menos 12 semanas, determinados
mediante técnica de ELISA.

La clasificacion definitiva se establece con la presencia de un criterio clinico y un criterio de
laboratorio. Debe evitarse la clasificacion como SAF si entre el episodio clinico y la
determinacién positiva de los anticuerpos antifosfolipido han trascurrido menos de 12 semanas
o mas de 5 afios.

Estos criterios son solamente clasificatorios y aun no se han validado de forma prospectiva. Por
ello, el diagndstico de SAF deberia tener en cuenta también otros criterios clinicos (lesiones
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valvulares cardiacas, livedo reticularis...) y de laboratorio (trombocitopenia y/o anemia
hemolitica).

1.2.5. Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica autoinmune, caracterizada por
provocar inflamacidn crénica principalmente de las articulaciones, que produce destruccidon
progresiva con distintos grados de deformidad e incapacidad funcional. En ocasiones, su
comportamiento es extraarticular: puede causar dafios en cartilagos, huesos, tendones y
ligamentos de las articulaciones pudiendo afectar a diversos érganos y sistemas, como ojos,
pulmones y pleura, corazén y pericardio, piel o vasos sanguineos. Aunque el trastorno es de
causa desconocida, la autoinmunidad juega un papel primordial en que sea una enfermedad
cronica y en la forma como la enfermedad progresa.

Aproximadamente 1% de la poblacion mundial esta afectada por la AR, siendo las mujeres tres
veces mas propensas a la enfermedad que los hombres. La edad de aparicion suele ser entre los
40 y 50 afios, sin embargo, puede aparecer a cualquier edad. La AR puede llegar a ser una
enfermedad muy dolorosa e incapacitante.

La AR es una enfermedad con un espectro clinico muy amplio y variado, el mayor porcentaje de
los afectados se quedan en la forma mas leve de la enfermedad que precisan escaso tratamiento
y compatibles con una vida completamente normal, las formas mas graves de AR pueden llegar a
acortar la esperanza de vida del paciente, dado que, sobre todo en procesos de larga duracion,
como en la mayoria de enfermedades crénicas que afectan al aparato musculo-esquelético,
existe probabilidad de que surjan complicaciones secundarias.

En cualquier caso, la enfermedad dejada a su evolucidn sin tratamiento, tiene mal prondstico y
acaba produciendo un importante deterioro funcional de las articulaciones afectadas. Es muy
importante el diagndstico precoz de cara a iniciar el tratamiento lo antes posible, ya que los dos
primeros afios de la evoluciéon de la enfermedad son claves y un control adecuado en este
momento mejora el prondstico funcional de estos pacientes. Es mas probable que se presente la
remision en el primer afio y la probabilidad disminuye con el tiempo. Entre 10 y 15 afios después
de un diagndstico, cerca del 20% de las personas presentan remision. Mas de la mitad (50 al
70%) de las personas afectadas pueden trabajar a tiempo completo. Después de los 15 6 20
afos, el 10% de los pacientes llega a estar severamente discapacitado y son incapaces de realizar
tareas sencillas de la vida diaria. La expectativa de vida promedio para un paciente con este tipo
de artritis puede verse reducida entre 3 y 7 aflos y quienes presentan formas severas de esta
artritis pueden acortarse de 10 a 15 afos. Gracias a las mejoras en el tratamiento para la AR, la
discapacidad severa y las complicaciones potencialmente mortales parecen estar disminuyendo.

Los nuevos criterios del 2010 para el diagndstico de la AR elaborados por el Colegio Americano

de Reumatologia sélo se aplicardn a una determinada poblacién diana que debe tener las
siguientes caracteristicas:
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o Presentar al menos 1 articulacién con sinovitis clinica (al menos una articulacion
inflamada) y que dicha sinovitis no pueda explicarse por el padecimiento de otra
enfermedad.

o Tener una puntuacion igual o superior a 6 en un sistema de puntuacién que considera
la distribucién de la afectacion articular, serologia del factor reumatoide (FR) y/o
anticuerpos anti-Péptido Ciclico Citrulinado (aCCP), aumento de los reactantes de fase
aguda y la duracidn igual o superior a 6 semanas.

AFECTACION ARTICULAR

1 articulacion grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequeiias afectadas 2
4-10 articulaciones pequefias afectadas 3
> 10 articulaciones pequefias afectadas 5
SEROLOGIA

FR y aCCP negativos 0
FR y/o aCCP positivos bajos (< 3 VN) 2
FR y/o aCCP positivos alto (> 3 VN) 3
REACTANTES DE FASE AGUDA

VSG y PCR normales 0
VSG y/o PCR elevadas 1
DURACION

<6 semanas 0
26 semanas 1

1.3 Sospecha diagnoéstica

Como hemos podido ver las enfermedades autoinmunes sistémicas se caracterizan porque la
mayoria de los pacientes presentan mas de un sintoma o signo caracteristicos ademas de unas
alteraciones analiticas concretas. El conocimiento de estas manifestaciones es basico para que el
clinico sospeche de la presencia de una enfermedad autoinmune sistémica y en base a ello inicie
el estudio clinico y analitico.

A continuacidén se presentan de forma resumida las manifestaciones clinicas y los resultados
analiticos comunes sobre los que se basan la sospecha diagndstica de una enfermedad
autoinmune sistémica.
o Signosy sintomas

o Fiebre o febricula persistente

o Astenia, anorexia y pérdida de peso

o Poliartritis

o Trombosis

o Fendmeno de Raynaud
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o Lesiones cutaneas (exantema facial, purpura petequial, vasculitis)
o Sequedad mucocutanea

o Uveitis.

o Alteraciones analiticas
o Aumento de los reactantes de fase aguda: VSG, PCR
o Leucopenia y/o linfopenia
o Anemia por enfermedad crénica
o Anemia hemolitica
o Trombocitopenia
o Alteracidn de la funcion renal y/o del sedimento
o Alteracion de la funcion hepatica y muscular

o Hipergammaglobulinemia policlonal.
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Capitulo 2

Preanalitica

M? José Lopez Garcia, Antonia Osuna Molina y Marta Cdardenas Povedano

2.1 Solicitud analitica

Ante la sospecha de una enfermedad autoinmune sistémica, proponemos la solicitud analitica
de un perfil inmunoldgico basico que incluya:

o Anticuerpos antinucleares (ANA).
o Factor reumatoide (FR).
o Dosificacion de los valores de complemento (Cs, C4 y CHsp).

La determinacidn inicial de estos 3 parametros es la combinacién que tiene una mayor eficacia,
tanto en el cribado inicial, como en la confirmacion de la sospecha o presencia de este tipo de
enfermedades.

A continuacién, basdndose en los criterios diagndsticos expuestos en el capitulo anterior, el
clinico debe solicitar el perfil mas adecuado para cada enfermedad en concreto. Nuestro grupo
de trabajo ha seleccionado los parametros con mayor sensibilidad y especificidad diagndstica de
cada enfermedad autoinmune sistémica, calificandolos de primera, segunda o tercera eleccidon
en funcion de su importancia, y segun sean solo para el diagndstico inicial como también de
prondstico y seguimiento de la enfermedad (Tabla 3). En muchos laboratorios estos parametros
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ya estan protocolizados por perfiles o grupos para cada sospecha diagndstica e incluso funcionan
como algoritmos, es decir, se van realizando de forma secuencial, en cascada, segun la
validacidn y criterio del analista, permitiendo asi una mayor eficiencia diagnéstica y econdmica.

2.2 Obtencioén de los especimenes

2.2.1. Sangre
Extraccidn: la puncidn venosa es la forma mas corriente de obtener sangre para analisis.
o Por lo general se escoge una vena del pliegue del codo, con el brazo del paciente en

extension.

o Es necesario aplicar un torniquete al brazo, por encima del sitio donde se va a
puncionar, para provocar distensién venosa, pero este debe mantenerse el menor
tiempo posible, pues puede provocar modificaciones importantes en los valores de
algunos parametros.

o La aguja debe poseer un diametro apropiado (0,8 a 1,1 mm para adultos), si se emplea
una aguja de calibre muy pequefio provocaria hemdlisis.

Llenado de los tubos

o Al finalizar la extraccion se separard la aguja de la jeringa y se procedera a verter la
sangre con suavidad por las paredes internas de cada tubo, evitando la formacion de
espuma, pues también favorece la hemodlisis. En el caso de que se emplee el sistema de
tubos al vacio, este paso se obvia.

Tipos de tubos
Con gelosa

o Los pardmetros de Inmunologia (anticuerpos, proteinas...) y de Bioquimica General
(enzimas, metabolitos, iones...) se determinan en suero (plasma libre de fibrinégeno),
por lo que la sangre tan sélo necesita un tubo seco o bien con gelosa para favorecer la
coagulacion.

o Generalmente el cédigo de color del tapén de Inmunologia es amarillo, para facilitar la
distribucion interna en el laboratorio, separada de la Bioquimica General, a la que se le
suele asignar el tapon de color marron.

o Los tubos de suero han de ser los primeros en llenarse con la sangre para evitar la
posible contaminacion con los anticoagulantes de los siguientes tubos.

o Si se ha solicitado la determinacion de crioglobulinas, la extraccidon se ha de hacer a
379C, para lo cual se habra de mantener la jeringa y tubo en estufa una media hora
antes. El tapdn y tubo se rotularan de forma diferenciada para que se siga el protocolo
especifico para este tubo.
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Con anticoagulantes

(o]

En el caso de que se desee obtener plasma, o trabajar con sangre completa, es
necesario emplear un anticoagulante. El citrato de sodio es el agente quelante del
calcio idnico que se emplea para las determinaciones de Coagulacién y de VSG, vy la sal
disddica o dipotasica del acido etilén diaminotetraacético (EDTA) es el quelante
empleado en Hematologia.

El codigo de color del tapdn de los tubos de Coagulacién es azul, el de VSG negro, y el
de Hematologia lila.

La mezcla con la sangre debe ser adecuada, invirtiendo el tubo unas 3 veces de forma
suave. Si la mezcla se realiza de manera enérgica, se corre el riesgo de provocar
hemdlisis; en cambio, si es insuficiente, provocara que la muestra se coagule.

La proporcién entre el especimen y el anticoagulante debe ser respetada. Una
proporcién incorrecta, es causa de serios errores en los resultados, por tanto, el
volumen de anticoagulante que llevan los tubos no ha de ser manipulado y la cantidad
de sangre con que se llenen ha de ser exacta, enrasarse hasta la sefial que llevan
dibujada.

Precentrifugacion

(@]

2.2.2.

2.3

Un aspecto importante para la obtencidén de suero es la fase de precentrifugacion,
consiste en que antes de centrifugar los especimenes de sangre debemos esperar que
se complete la formacion del codgulo a temperatura ambiente (18-242C) para la
obtencion de suero, aproximadamente 20 minutos desde la extraccion de la muestra.

Para la determinacidn de crioglobulinas, este proceso se hard dentro de la estufa o
bafio maria, a 37°C.

Orina

El espécimen de orina suele obtenerse por micciéon espontdnea, y recogerse la porcion
media del chorro. Se prefiere la primera miccién de la mafiana, y tras lavado de los
genitales con aguay jabdn

En el caso de los nifios pequefios, es usual recurrir a bolsas colectoras de plastico que
se colocan sobre el area genital, luego del aseo adecuado de esta area.

También se puede obtener mediante una sonda vesical.

Centrifugacion

La centrifugacidn se utiliza en la sangre para separar dos fases (suero 6 plasma de las células) y
en otros liquidos (orina, liquidos corporales...) para la obtencién del sedimento 6 del
sobrenadante.
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Es fundamental observar el principio de

Preanalitica

Iﬂ

equilibrio”; para ello se colocaran tubos y/é cubetas

transportadoras de igual peso, forma y tamafio que los del recipiente de la muestra en
posiciones opuestas en la cabeza de la centrifuga, buscando una disposicion geométricamente
simétrica (utilizando tubos llenos de agua en caso necesario).

Los laboratorios deberian utilizar centrifugas con control de la temperatura, ya que éstas pueden
generar un calor interno inapropiado para la estabilidad de la magnitud a determinar.

2.3.1.

2.3.2.

Sangre

Para la preparacién de suero 6 plasma, la sangre se centrifuga antes de 1-2 horas
desde su recogida durante 10 minutos aproximadamente a una fuerza de
centrifugacidon relativa (F.C.R.) de 850 a 1000 g, manteniendo los recipientes
contenedores cerrados durante todo el proceso para evitar la evaporacion del agua
plasmatica 6 sérica.

FCR = 1,118 x 10” x R x V>, donde R = Radio (en cm) y V= Velocidad (en revoluciones
por minuto).

Las centrifugas modernas permiten seleccionar tanto r.p.m. como FCR.

El tubo de las Crioglobulinas se ha de centrifugar sin refrigeracién, procurando una
temperatura de 20+/-5 C.

Orina

Mezclar y homogenizar el especimen.

Verter 10 ml en tubo cdnico, inerte y de plastico, si es que no llega al laboratorio ya en
ese recipiente.

Realizar previamente si lo solicitan la determinacion de los pardmetros elementales
mediante la introduccién de la tira diagndstica.

Centrifugar durante 5 minutos, a 450 g de FCR.

2.4 Almacenamiento

Si la determinacion de los analitos no se va a realizar de inmediato los especimenes se han de
guardar en tubos apropiados, rotulados de forma correcta, con un cierre hermético y
conservarlos a una temperatura adecuada.

Refrigeracidn

(e]

Aproximadamente a partir de 4 horas desde la extraccidn, es necesario guardar los
especimenes en la nevera (a 4-6 2C).
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o Los sueros para la determinacion de crioglobulinas han de permanecer
refrigerados desde la centrifugacidon hasta su determinacion, no se debe romper
la cadena de frio.

o Los sueros pueden permanecer viables en refrigeracidon hasta 1 semana.
o Las muestras de plasma tan sélo se conservan hasta 24 h en estas condiciones.

A partir de estos periodos las muestras necesitan congelarse para su correcto
almacenamiento.

Congelacion

(@]

Los tubos con plasma si van a tardar mas de un dia en procesarse han de separarse la
fase plasmatica a tubos de plastico independientes, para evitar contaminaciones
hemiticas.

Las muestras se mantienen congeladas (<-20°C) durante un periodo de tiempo
bastante prolongado (aprox. 3 meses, variable dependiendo del parametro que
estamos estudiando).

Si las muestras son sucesivamente congeladas y descongeladas, se pueden obtener
resultados falsos positivos y negativos.
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PERFIL ANALITICO:

SOSPEC,HA 12 Eleccidn 22 Eleccion
DIAGNOS- TIPO DE MUESTRA k . .. . o oA
TICA Diagnostico, Diag. Prondstico 32 Eleccion
Prondstico Seguimiento
Enfermedades del tejido conjuntivo
Complementario
Sangre en tubo Anti-ENA
con gelosa. Cs, Gy, CHso, Anti-DNAds y otros:
Centrifugar. FR Anti-Histonas U,RNP, Ribosomal
No hemdlisis. ANA Anti-ENA: PCNA,
Sangre en tubo sm, Ro, La Ku,
Lupus con EDTA. HMG-17 HnRNP-
Eritematoso Mezclar. A
. No coagulos. HSP-90
Sistémico
Sangre en tubo
con Citrato sédico. Anti-CL
Mezclar. AL
No coagulos. .
Centrifugar. Anti-8,-GPI
Riesgo relativo
HLA-DR2,3
Complementario
Anti-ENA
ANA Anti-ENA: y otros:
, Scl-70, PM-Scl
Eissctfr:woi?: Centrémero Fibrilarina
Anti-DNAss RNA pol I, 11, 11l
Anti-Histonas U,-RNP
Th/To
NOR-90

Tabla 3. Resumen de los perfiles analiticos de solicitud y procedimientos de toma de muestras
para las enfermedades autoinmunes sistémicas
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PERFIL ANALITICO:
SOSPEC,HA 12 Eleccién 22 Eleccion
DIAGNOS- TIPO DE MUESTRA ) L, L. X L . .,
TICA Diagnostico, Diag. Prondstico 32 Eleccidn
Prongstico Seguimiento
Enfermedades del tejido conjuntivo
@G Complementario
.Sangre en Hemograma Anti-ENA
tubo con gelosa. . y otros:
) Proteinograma
Centrifugar. Ku
No hemodlisis. Crioglobulinas Ki/SL
Sindrome Sangre extraida a PCR :“O/IRGSO
Sjogren 3729C, en tubo con FR 20 i i
gelosa. Centrifugar. ANA pet-cotfin
Mantener a 42C HSP-90
e Anti-ENA: Ro,La NuMA
oo
No codgulos. HLA-B8, DR3,
o tubo Dw52
angre en tu -
con Citgrato sédico .CPK' . Complementario
Mezclar Aldolasa, Anti-ENA: Anti-ENA
: PM-scl, )
Polimiositis- No coagulos. GOT/GPT, Jol y otros:
Dermato- LDH. 01, PL-7,
Mi2 PL-12
iositi ANA
miositis SRP )
(0]
Ku
. Riesgo relativo
Enf. Mixta .
Tejido FR Anti-U,RNP HLA-DR2,4
I ANA
Conjuntivo

Tabla 3 continuacion. Resumen de los perfiles analiticos de solicitud y procedimientos de toma de
muestras para las enfermedades autoinmunes sistémicas
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SOSPECHA 12 Eleccion PERFIZI;I/-:ET::LCIQ:O:
DIAGNOS- TIPO DE MUESTRA - o o 0z
TICA Diagnéstico, Diag. Prondstico 32 Eleccidn
Prongstico Seguimiento
Good ) Riesgo rel.
000~ Anti-MGB HLA B7, DR2
pasture
Vasculitis sistémicas
Sangre en tubo . Riesgo relativo
G. Wegener | con gelosa. Anti-PR-3 HLA DR2
Centrifugar.
No hemdlisis.
Ch-Strauss Sangre extraida a oSistemético y Anti-MPO
Poliangeitis 379C. en tub Sedimento en Ant=MES
microscopica "L entu 9 con orina
gelosa. Centrifugar. .
Poliarteritis Mantener a 42C. VsG i
Nodosa Sangre en tubo Hemograma Anti-MGB
con EDTA. citologfa sp. HBsAg
Mezclar. No codgulos. TP, TTPa ) ] Complementario
Crioglobulina
- Sangre en tubo Proteinogr. FR
Crlc?g o con Citrato sédico. - IgA, 1gG, IgM
bulinemia Mezclar. No coagulos. & Cs, C4, CHsg
Centrifugar. ANCA VHC
o Sangre en tubo
Kawasaki con Citrato SOdI’CO. FCEV
Mezclar. No codgulos.
o Orina recogida en
Purpura vaso. Mezclar y verter
Henoch- en tubo. Introducir tira y A
Schénlein centrifugar.
Arteritis Riesgo relativo
Células HLA DR4
Gigantes
Riesgo relativo
Behget HLA-B51

Tabla 3 continuacion. Resumen de los perfiles analiticos de solicitud y procedimientos de toma de
muestras para las enfermedades autoinmunes sistémicas
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CEREEAA PERFIL ANALITICO:
| 2 » 2 )
DIAGNOS- TIPO DE MUESTRA 12 Eleccion 22 Eleccion y
TICA Diagnéstico, Diag. Prondstico 32 Eleccidn
Prondstico Seguimiento
Sindrome Sangre en tubo con Anti-CL
Anti gelosa. AL
FosfoLipido Centrifugar. Anti-R,-GPI
No hemdlisis. = 5
Hemograma .VSG Riesgo relativo
Sangre en tubo )
EDTA. ER Fibrindgeno
con . . . HLA-DR4
Mezclar. No coagulos. Anti-CCP Proteinogr.
Sangre en tubo PCR
Artritis con Citrato sc’)d,ico. Cs, C4) CHeo
Reumatoide Mezcl'ar. No codgulos. ANA, ANCA
Centrifugar. # |
Lia. sinovi
.Sangre en tubo 'a. sinovia
con Citrato sddico.
Mezclar. No codgulos.
'n'Otros

ANA: anticuerpos anti-nucleares. Anti-DNA ds y ss: anticuerpos anti-acido desoxirribonucleico de doble cadena y
cadena simple. ENA: anticuerpos anti-nucleares extraibles. ANCA: anticuerpos anti-citoplasma de neutrdfilos.
Anti-PR3: anticuerpos anti-proteasa 3. Anti-MPO: anticuerpos anti-mieloperoxidasa. Anti-MBG: anticuerpos anti-
membrana basal glomerular. FCEV: factor de crecimiento del endotelio vascular. Anti-CL: anticuerpos anti-cardiolipina.
Anti-B,-GPI: anticuerpos anti- B, glicoproteina-I. AL: anticoagulante lupico. VSG: velocidad de sedimentacion globular.
PCR: proteina C reactiva. PT: tiempo de protrombina. TTPa: tiempo de tromboplastina activado. Anti-CCP: anticuerpos
anti-péptido ciclico citrulinado. FR: factor reumatoide. IgG: inmunoglobulina G. IgM: inmunoglobulina M.
IgA: inmunoglobulina A. IgE: inmunoglobulina E. C;, C4: factores del complemento. CHs. capacidad hemolitica del
factor de complemento Cso. CPK: creatin fosfokinasa. GOT: glutamato oxalacetato transferasa. GPT: glutamato
piruvato transferasa. LDH: lactato deshidrogenasa. HBsAg: antigeno de superficie del virus de la hepatitis B. VHC: virus
de hepatitis C.

Ver tabla 4 para los tipos de ANA y ENA.

Tabla 3 continuacion. Resumen de los perfiles analiticos de solicitud y procedimientos de toma de
muestras para las enfermedades autoinmunes sistémicas
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Capitulo 3

Técnicas de laboratorio en autoinmunidad

M? José Lopez Garcia, Antonia Osuna Molina y Marta Cdardenas Povedano

3.1 Anticuerpos en las enfermedades del tejido conjuntivo

Una caracteristica de las enfermedades autoinmunes sistémicas, es la presencia de
autoanticuerpos frente a antigenos de localizacion intracelular y no especificos de drgano.

El inmunoandlisis constituye la técnica bdsica en el laboratorio de Autoinmunidad. A diferencia
de los otras areas del Laboratorio Clinico en el que se emplean inmunoanalisis, en
autoinmunidad se utiliza para determinar anticuerpos (autoanticuerpos) y no antigenos. Por este
motivo son necesarios antigenos lo mas parecidos a su estado nativo como reactivos.

Bajo la denominacién genérica de Anticuerpos Antinucleares 6 ANA se agrupan los
autoanticuerpos dirigidos frente a antigenos del nucleo celular, aunque con la misma
denominacion se definen con frecuencia a algunos que reconocen antigenos de localizacion
citoplasmica, agrupados en los antigenos extraibles del nucleo (ENA) (llustracidn 2).
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CELULA: NA
. Y —
NUCLEO Anti-ADN
L Antihistona
g o Nucleosoma _
= ~ Anti-PM/Scl
N Anti-P ribosomal
o Nucleolo /<: -
W Anticentromero |
r Anti-Scl 70
o Nucleoplasma e
> | Anti-UlRNP Anti-
->+CITOPLASMA Anti-1a/sS-B ENA
\ — Anti-RO/SS-A
Anti-Jol
L Anti-SRP

Ilustracion 2. Estructuras celulares que generan autoanticuerpos en las enfermedades del tejido
conjuntivo

Los antigenos diana suelen ser moléculas muy conservadas a lo largo de la evolucion, como el
ADN, las histonas y ciertas enzimas intranucleares que participan en la replicacion del ADN, la
transcripcion del ADN o la traduccién de los ARN mensajeros (Tabla 4).

ESTRUCTURA CELULAR ANTIGENO | ANTICUERPO

Cromatina

ADN doble cadena Anti-ADNds
NUCLEOSOMA ADN cadena sencilla Anti-ADNss

ADN nativo (doble cadena) Anti-ADNn

H1, H2A, H2B, H3, H4, H5 DNP=[H2A-H2B]-ADN Antihistona

rADN ——p ARN

p100 Anti-PM/Scl
NUCLEOLO ARN polimerasa | Anti-ARN polimerasa |

rRNA 2'-Ometiltransferasa, Anti-Fibrilarina

componente principal de U3-RNP (= anti-Scl-34)

Proteinas no histonas asociadas al ADN

CenpB (Nucleosoma) Anticentromero

ADN-Topoisomerasa | Anti-Scl 70

Antigeno celular proliferacién nuclear (factor Anti-PCNA
NUCLEOPLASMA de la ADN polimerasa 6)

Proteinas alta movilidad Anti-HMG-17

Subunidad reguladora ADN-ProteinKinasa Anti-Ku

(p70/80)

Helicasa nuclear, regula la transcripcion Anti-Mi-2

Tabla 4. Clasificacion de los autoanticuerpos de las enfermedades del tejido conjuntivo, segun su

localizaciéon y composicion
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ESTRUCTURA CELULAR ANTIGENO | ANTICUERPO
Proteinas no histonas asociadas al ARN
UnRNP = Un-RNA + Prot Anti-Sm
(Anti-Smith)
U,RNP =U,-RNA + Prot A",B""... Anti-U,RNP
NUCLEOPLASMA U;RNP =U;-RNA + Prot 70, A, C... Anti-U;RNP
La: fp47 Anti-SS-B/La
Ro: p60y p52 Anti-SS-A/Ro
RNA-pol Il Anti-RNA-pol Il
RNA-pol Il Anti-RNA-pol Il
Proteinas no histonas asociadas al ARN
Ro Anti-SS-A
PO, P1, P2 Anti-Ribosomal
Histidil-tRNA-sintetasa Anti-Jol
CITOPLASMA Treonil-tRNA-sintetasa Anti-PL-7
Alanil-tRNA-sintetasa Anti-PL-12
Glicil-tRNA- sintetasa Anti-EJ
Isoleucil-tRNA-sintetasa Anti-OJ
Particula de Reconocimiento de Senal Anti-SRP

Tabla 4. Clasificacion de los autoanticuerpos de las enfermedades del tejido conjuntivo, segun su
localizacion y composicion

3.1.1. Técnicas de cribado
Inmunoanalisis enzimatico (ELISA)

La utilizacién del método ELISA se ha ido incrementando en los uUltimos tiempos como prueba de
cribado, para seleccionar aquellos sueros positivos para ANA que posteriormente han de ser
informados mediante la técnica de referencia: la Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) de la que
trataremos mas adelante.

Es un método rapido, sencillo y sensible que permite detectar autoanticuerpos especificos frente
a distintos antigenos de manera objetiva y automatizada.

En las técnicas de ELISA la cuestién mas importante es la calidad de los antigenos:
o Es fundamental que la secuencia y conformacién del antigeno utilizado sea idéntica a

los antigenos humanos.

o Para evitar falsos positivos debido al fondo proteico del extracto antigénico deberd
estar purificado de la mejor forma posible. La mayor dificultad es la purificacidon del
antigeno para que no disminuya su especificidad.

o La obtencidon de antigenos recombinantes humanos mediante la produccion en cultivos
de bacterias o células eucariotas, soluciona alguno de estos inconvenientes.
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Meétodo

Se recubre un pocillo con el antigeno reconocido por el anticuerpo diana que es bastante
especifico para una enfermedad autoinmune determinada. Si el anticuerpo especifico esta
presente en la muestra de sangre del paciente, se unird al antigeno. En el siguiente paso de la
reaccion, un segundo anticuerpo marcado con una enzima se une al anticuerpo diana. El
sustrato se transforma en sustancia coloreada debido a la enzima. Al comparar la intensidad del
color de la muestra con la de los estandares de concentraciones conocidas, se puede determinar
la concentracion de anticuerpos de la muestra. llustracion 3.

o Se emplea una fase sélida (de poliestireno) a la que previamente se ha fijado un
extracto nuclear (de células de una linea tumoral), y enriquecido con antigenos
purificados o productos recombinantes clonados y producidos en bacterias para
aumentar la sensibilidad de la técnica.

o Durante el periodo de incubacion, en la fase sdlida, el antigeno de interés se une a los
anticuerpos especificos de la muestra del paciente (de clase I1gG).

o Después de lavar los anticuerpos no especificos que no se han unido, se afiaden anti-
anticuerpos marcados enzimaticamente contra los anticuerpos diana para formar un
complejo.

o Después de la incubacidén, los anti-anticuerpos marcados enzimdticamente que no se
han unido se lavan y los que han formado un complejo se incuban con un sustrato del
enzima.

o El sustrato se transforma en un producto coloreado debido al enzima. Después de
detener esta reaccién, se mide la absorbancia de la  muestra
espectofotométricamente. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de
anticuerpo presente en la muestra.

5:sustrato

5 —|—>® P: producto
3

, E:enzima

3
."L'- .
— — ’ ' —> " * TAbanti-Ab conjugado
w . —  Ab(muestra)

llustracidn 3. Proceso esquemdtico del fundamento del método Enzimoinmunoandlisis tipo
sandwich

Inmunoanalisis por quimioluminiscencia (CLIA)

Para la determinacion de ANA con CLIA como conjugado se usan anticuerpos monoclonales de
raton anti-lgG humanos unidos a un derivado del isoluminol. A través de incubaciones y
procesos de lavado, los ANA presentes en la muestra reaccionan con la fase sdlida, el conjugado
y reactivos, promoviendo una reaccion de quimioluminiscencia, la cual genera una sefal
luminosa que es medida en un fotomultiplicador en unidades relativas de luz (RLU), que indican
la concentracidon de ANA en muestras de suero.
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Antinucleosomas
Anti-Histonas (Anti-H)

Las histonas son pequefias proteinas ricas en aminodcidos basicos que se unen al DNA y
representan el mayor componente del nucleo de las células eucariotas. Existen 5 tipos
fundamentales de histonas: histonas que configuran el nucleosoma, la unidad basica de la
cromatina (H2A, H2B, H3 y H4); histonas H1, que se localiza fuera del nucleosoma.

Los métodos mas aconsejables para su determinacion son las pruebas en fase sélida:
inmunotransferencia, enzimoinmunoanalisis y radioinmunoanalisis. La inmunotransferencia es
util cuando se dispone de varias poblaciones de histonas. Los dos ultimos son de eleccion
cuando se dispone de fracciones purificadas.

Antidcido desoxirribonucleico (Anti-DNA)

El DNA nativo se halla habitualemnte en forma de doble cadena, sélo aparece parcialmente
como DNA de cadena sencilla (DNAss) cuando se transcribe o se duplica, por ello es dificil de
apreciar los anticuerpos contra el DNAss en células en reposo. Es mejor utilizar hemaglutinacion
y radioinmunoanalisis y sobretodo sistemas de fase sélida, como el enzimoinmunonalisis que
impide la formacién espontanea de regiones de doble hélice. Siempre es preciso evitar que se
produzcan reacciones cruzadas con los anticuerpos anti DNAdSs.

La denominacién de anticuerpos anti-DNA, en la actualidad, se refiere casi exclusivamente a
aquellos que se unen a DNA de doble hebra (dsDNA), ya que la determinacién de los dirigidos
contra de DNA de hebra simple (ssDNA) no tiene utilidad clinica. Se usan para el diagndstico de
LES con una alta especificidad (95%) pero con baja sensibilidad (30-70%).

Los anti-DNAdSs se analizan por técnicas de EIA, IFl y la prueba de Farr (RIA). La prueba de Farr se
fundamenta en las propiedades que tienen los complejos inmunes formados en solucion ente el
DNA vy su anticuerpo especifico, de unirse a un filtro o precipitar con sulfato aménico. El uso de
ELISA tiene la desventaja de tener un mayor numero de falsos positivos.

Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

El empleo de la IFI para la determinacion de anticuerpos séricos o el reconocimiento de
inmunoglobulinas en tejidos ha sido internacionalmente aceptado desde el trabajo original de
Coons, y actualmente es la técnica mas implantada en los laboratorios para la determinacion de
los anti-DNAds.

Se utiliza como sustrato improntas de Crithidia luciliae que poseen un kinetoplasto
(mitocondridn). Este hemoflagelado presenta una importante cantidad de DNA nativo, doble
cadena, concentrado en el kinetoplasto, que normalmente se ubica entre el nucleo y la base del
flagelo. Este método fue desarrollado por Aarden et al. en 1975 basa en la alta concentracion de
nDNA que contiene el kinetoplasto de la C. luciliae.
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Estudios de Deegan et al. (1978) permitieron comparar la técnica IFl con la técnica de RIA. Tanto
el RIA como el ELISA brindan resultados reproducibles y cuantitativos, sin embargo presentan
problemas de interpretacion ya que reconocen anticuerpos de baja avidez, que no son
especificos del LES en actividad. La técnica de IFI es mas especifica ya que no detecta los
anticuerpos de baja avidez, permitiendo detectar el LES en actividad. La titulacién de los
anticuerpos anti-DNA es muy util en el seguimiento de los pacientes con LES ya que permite el
monitoreo de la respuesta de los pacientes a la terapia.

La técnica nDNA (Crithidia luciliae) consiste en una inmunofluorescencia indirecta para la
deteccidn de auto-anticuerpos séricos dirigidos contra el nDNA. El suero del paciente en una
dilucién adecuada, se enfrenta con las improntas que contienen el pardsito. Los anticuerpos
especificos, si estdn presentes, se unen al sustrato antigénico, particularmente en la zona del
kinetoplasto (mitocondrién) del parasito. Luego de lavar para eliminar los componentes no
unidos, los anticuerpos unidos reaccionan con la antigamma globulina marcada con FITC. Un
segundo lavado elimina los elementos no unidos. Finalmente, luego de montados y cubiertos
con cubreobjetos, se observa la fluorescencia bajo microscopio de fluorescencia.

Método (Ilustracion 4)

19. Reconstitucion del buffer fosfato salino (BFS) Disolver el sobre del buffer en 1 litro de
agua destilada. Conservar en la heladera hasta 4 semanas.

29, Dilucién de las muestras: El suero debe ser diluido al 1/10. Por ejemplo 0,1ml de suero
en 0,9 ml de buffer BFS. De ser necesario titular, hacer las diluciones con buffer BFS. No
diluir los controles del equipo, son listos para usar.

39, Preparacion de las improntas:

o Retirar los portaobjetos del envase, dejar secar a temperatura ambiente durante
15 minutos.

o Sembrar los sueros controles positivos, negativos y muestras a procesar. Precaucion
de no tocar con la pipeta las areas reactivas, dejando caer suavemente la gota de la
dilucidn sobre el drea reaccionante.

42, Incubacién: Incubar 20 minutos a temperatura ambiente (18-252C), en una camara
humeda tapada para evitar la evaporacion de las muestras.

59, Lavado: Sacar los portaobjetos y lavarlos con abundante BFS derramando con una
pipeta el liquido directamente sobre cada drea para evitar la contaminacion entre las
mismas. Sumergir los portaobjetos 5 minutos en BFS en un frasco tipo Coplin agitando
suavemente. Retirar el BFS y reemplazarlo por BFS fresco y dejarlo 5 minutos mas en
reposo. El lavado puede prolongarse mas tiempo sin afectar los resultados.
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VvV '

Lamina con Ag Bandeja con pocillos
Pipetear: ‘” u “ “ “ -.( Y Y
25 ul muestra diluida (Ab) /pociloc & &6 886 & & )

Incubar: 20-30° T# ambiente v v w u

== ~ ~ |
Lavar: 1°° enjuagar, 5 bafio

.
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S
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Montaje: 10ul aceite inmersion

Evaluacién: microscopio fluorescencia
= ——u|

llustracion 4. Proceso esquemdtico del fundamento del método Inmunofijacion indirecta

62. Incubacién con antigamma globulina humana marcada con isotiocianato de
fluoresceina. (Diluirla previamente con BFS segun rotulo). Sacar los portaobjetos del
bafio con BFS.

Secar con papel de filtro entre las areas y cubrirlas con la antigamma. Incubar a
temperatura ambiente 20 minutos. La cdmara himeda debe estar tapada para evitar la

evaporacion de la antigamma.

79. Lavado: Repetir el paso 59.
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. Montaje: Sacudir suavemente los portaobjetos sobre papel de filtro. Secar entre las

areas con papel de filtro, cuidando de no tocar las dreas reactivas. Montar con
cubreobjetos escrupulosamente limpios y con una gota de medio de montaje. Cubrir los
portaobjetos suavemente evitando la formacién de burbujas que dificultan la lectura.

. Lectura: Leer en lo posible dentro de las primeras horas. Se pueden conservar en

frigorifico 2-82C por algunos dias sellando los bordes del cubreobjeto con esmalte de
ufas.

Interpretacion llustracion 5

(o]

Es importante distinguir el kinetoplasto, que se encuentra préximo al flagelo y es mas
pequefio que el nucleo. La lectura debe realizarse sobre parasitos que presenten una
morfologia conservada.

Los resultados se expresan como positivos si se observa una fluorescencia verde
manzana en el kinetoplasto del parasito, localizado entre el nucleo y la base del flagelo
de parasito, a una dilucién 1/10.

Son negativos los sueros que no presentan fluorescencia en esa organela.

Se recomienda titular los sueros positivos, ya que titulos mayores o iguales a 1/160
sugieren de LES en actividad.

Importante: No confundir la fluorescencia del kinetoplasto con la fluorescencia de la
porcion basal del flagelo, de la cual no se ha reportado ningun significado clinico.

Se puede observar una fluorescencia importante en el nucleo de la C. luciliae en los
sueros positivos para ANA, pero en ningun caso puede informarse un resultado
positivo para ANA utilizando solamente C. luciliae, debe utilizarse el sustrato
especifico.

Nucleo

Kinetoplasto —
Cuerpo basal

Flagelo

llustracién 5. Dibujo de la imagen microscopica del anti-DNAds por IFl con el sustratro
Crithidia lucilie
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Patrén y titulo de los anticuerpos antinucleares (ANA)
Inmunofluorescencia indirecta

En la técnica IFl para la determinacion de ANA las muestras diluidas de los pacientes son
incubadas en ldminas cuyas areas de reaccion estdn cubiertas por un sustrato especifico. En una
reaccion positiva, anticuerpos especificos de clases IgA, 1gG e IgM se fijan a los antigenos del
sustrato. En un segundo paso, los anticuerpos fijados son marcados con Fluoresceina unida a
anticuerpos anti-humano y se hace visible con el microscopio de fluorescencia. llustracién 4.

Los sustratos que se usan actualmente para la realizacion de la prueba son células cultivadas in
vitro, concretamente células Hep-2 (células de epitelioma humano de laringe). Este tipo de
sustrato se ha impuesto gradualmente a los cortes de tejido (higado y rifion de rata, raton o
primate), por presentar las siguientes ventajas:

o Poseen mayores nucleos y nucléolos, lo que facilita su apreciacion al microscopio y
proporciona una mayor sensibilidad.

o Laexpresién de ciertos antigenos como Ro/SS-A, PCNA y CenpB, es superior.

o La existencia de células en mitosis y diferentes fases del ciclo celular permite observar
antigenos cuya expresion varia en las diferentes fases del ciclo.

No obstante, si bien los tejidos son menos sensibles, en cambio son mas especificos.

Interpretacion

Se recomienda un aumento total de 200X para la deteccidn selectiva de positivos y negativos, y
de 400X para el reconocimiento de patrones y la visualizacion de células mitdticas.

o Negativos: Se considera que un suero es negativo para la presencia de ANA si la tincion
es igual o inferior a la del pocillo de control negativo, sin patron claramente
discernible. Algunos sueros pueden presentar tincion en nucleos y citoplasmas sin
patron nuclear evidente. Este fendmeno suele deberse a los anticuerpos heterdfilos, y
se considerara resultado negativo.

o Positivos: Se considera que un suero es positivo si el nucleo/citoplasma muestra un
patron de tincion claramente discernible en una mayoria de las células que se
encuentran en la interfase.

Titulos

o No hay acuerdo estandarizado acerca del punto de corte de los ANA cuando se
determinan por IFl. Normalmente se consideran positivos y esta indicado proseguir el
estudio en busca de la especificidad a partir de 1/40.

o Parainterpretar los titulos, muchos laboratorio empiezan por el pocillo que contiene la
muestra mas diluida, y van “hacia atras” hasta la dilucién 1:40. El primer pocillo en el
que se aprecia un patrén discernible corresponde al titulo que se considera como
criterio de valoracién. Recomendamos utilizar esta técnica para determinar los
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criterios de valoracion de los titulos. Es importante no confundir la intensidad de la
tincién con la presencia o ausencia de anticuerpos antinucleares. La clave para
determinar si una determinada dilucion de suero es positiva radica en la aparicion de
un patrén claramente discernible, sea cual sea la intensidad de la tincion.

Es posible semicuantificar la intensidad de la fluorescencia con arreglo a las directrices
sobre reactivos con anticuerpos fluorescentes establecidas por los Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, Georgia (CDC):

o 4+ Verde manzana brillante (fluorescencia maxima): perfil celular claramente
definido; centro celular claramente definido.

o 3+ Fluorescencia de color verde manzana menos brillante: perfil celular
claramente definido; centro celular claramente definido.

o 2+ Patréon celular definido, pero fluorescencia tenue: perfil celular menos
definido.

o 1+ Fluorescencia muy leve: perfil celular practicamente indistinguible del centro
celular en la mayor parte de los casos.

Notificacion de los resultados:
Seleccién: Los resultados deben ser notificados como muy positivos o positivos en la

dilucién 1:40; y hay que informar del patrén de tincidn del ndcleo.

Titulacion: El resultado que se notifica es el de la dltima dilucidn en la que se observa
una tincidn claramente discernible. Si el resultado se observa con la dilucidn 1:2560, se
notificard como superior a 1:2560.
o Los titulos de 1:40 a 1:80 se consideran bajos
o de1:160a1:320, medios
o yde1:640 en adelante, elevados.
Patrones

Los patrones pueden aparecer asociados o mixtos, la dilucién del suero puede mostrar
el patrén dominante.

Homogéneo: Tincidn sélida del nidcleo, con o sin enmascaramiento evidente de los
nucléolos (llustracion 6a). La regién cromosdmica de las células mitdticas en metafase
es claramente positiva, con una intensidad de la tincion suave o periférica superior o
igual a la de los nucleos en interfase (esquina superior derecha de la ilustracion 6a).
Sinénimos: Difuso; sélido.

Antigenos nucleares: ADNds; ADNss; ADNn; DNP (complejo ADN-Histona); Histona.
Periférico: Tincion sélida, sobre todo alrededor de la regién externa del nucleo, con

tincidn mas débil del centro de éste (llustracién 6b). La regiéon cromosémica de las
células mitéticas en metafase es claramente positiva, con una intensidad de la tincién
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suave o periférica superior o igual a la de los nucleos en interfase (esquina superior
derecha de la ilustracién 6b).
Sinénimos: Borde, aspero, membranoso.
Antigenos nucleares: ADNds, ADNn.

o Moteado: Tincién granular aspera o fina del nucleo, generalmente sin tincidn
fluorescente de los nucléolos. La regién no cromosémica de las células mitéticas en
metafase se tifie, mientras que la region cromosdmica no lo hace.

Antigenos nucleares:
o Sm, U2-RNP, U1-RNP: moteado grueso (llustracion 6c).
o SSA/Ro; SSB/La, SL (Ki o Ku), Mi (Mil y Mi2): moteado fino (llustracion 6d).
o Y otros sistemas de antigenos/anticuerpos aun no caracterizados.

o Nucleolar: Tincién moteada grosera de grandes dimensiones, generalmente menos de
6 manchas por célula, con o sin manchas finas ocasionales, entre 5 y 10. La region no
cromosémica de las células mitdticas en metafase se tife mucho, mientras que la
region cromosomica lo hace débilmente. Las células en anafase y en telofase pueden
tefirse de forma similar a como lo hacen los nucleos en interfase.

Antigenos nucleares:
o PM/scl: nucleolar homogéneo (llustracion 6e).
o  Fibrilarina: nucleolar en grumos o racimos.

o Scl 70 (topoisomerasa 1) y polimerasa | de ARN: moteado fino con nucleolos
marcados (llustracion 6f).

o SL/Mi: también se asocia con patrdon nucleolar.

o NOR 90: multiples puntos-nucleolar. Unos pocos puntos irregulares en los
nucleolos de las células en interfase; pequefios pares de puntos en la placa de la
metafase de células mitéticas (raro).

o Centrémero: Un patrdn de tincion discretamente moteado. Las manchas nucleares son
muy discretas y su nimero suele ser multiplo de 46 (habitualmente 23-46 manchas por
nucleo), tiene un caracteristico patron en “cielo estrellado” (llustracion 6g). Dado que
los centrémeros son constricciones en las que la fibras fusiformes se unen a los
cromosomas, las células mitdticas mostraran la misma reaccion de moteado en la
region cromosomica (esquina superior derecha de la ilustracion 6g).

Sindnimos: ACA; moteado discreto.
Antigenos nucleares: Centromero cromosémico (cinetocoro), principalmente CenpB.
Los siguientes patrones pertenecen a los anti-ENA pero los antigenos contra el que van dirigidos

no son nucleares, sino citoplasmaticos.

o Patrén perinuclear moteado: manchas finas generalmente con baja intensidad de
fluorescencia que se concentra en la regidn perinuclear (llustracion 6h).
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o Antigeno citoplasmatico: Jo-1.
o  Patrdn citoplasmatico moteado: pequefias manchas que cubren todo el citoplasma.
Antigenos citoplasmaticos:

o Ribosoma P: manchas finas y densas, frecuentemente en asociacion con
patrones nucleares.

o  SRP: moteado fino (llustracion 6i).

llustracion 6. Dibujo de las imdgenes microscopicas de los distintos patrones de los ANA por IF]
con el sustrato de células Hep-2: a) nuclear homogéneo; b) nuclear periférico; c) nuclear moteado
grueso; d) nuclear moteado fino; e) nucleolar homogéneo; f) nucleolar moteado; g) centrémero;
h) citoplasmdtico perinuclear; i) citoplasmdtico moteado fino.
En las esquinas superiores de los recuadros nucleares se representan las células mitdticas.
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Consideraciones

A la hora de interpretar los resultados de esta técnica es importante considerar algunos aspectos

técnicos.

En primer lugar, el sustrato empleado; cuando se emplea una monocapa de células
HEp-2, la sensibilidad de la técnica se incrementa respecto a la utilizacion de cortes de
tejido de roedor, debido a que en el nicleo de la célula del roedor faltan algunos
autoantigenos presentes en el nucleo de las células humanas; esto es especialmente
cierto con el antigeno Ro. De aqui que en el pasado, algunos sueros de pacientes con
LES (15%), especialmente aquéllos que contenian anticuerpos anti-Ro, resultasen
negativos cuando en la técnica de determinacién de ANA se empleaban células de
roedor. En la actualidad, con la utilizacién de una linea de células humanas como
sustrato, so6lo el 1-2% de los pacientes con LES son ANA negativos.

En segundo lugar, la cuantificacion de los ANA mediante el sistema de “titulos” (1/160,
1/320; etc) lleva inherente un cierto grado de variabilidad de los resultados en funciéon
de la interpretacion subjetiva del técnico de laboratorio, siendo esta variabilidad mas
acentuada cuando son varios los técnicos que leen y reportan estos resultados.
Aunque se han intentado algunos esfuerzos por parte de la Organizaciéon Mundial de la
Salud de estandarizar los resultados de ANA mediante un sistema de unidades
internacional, virtualmente todos los laboratorios clinicos continian proporcionando
los resultados siguiendo el sistema de titulos. Dentro de un mismo laboratorio, para
una muestra determinada de suero, los resultados de ANA pueden llevar inherente
una variabilidad de hasta dos rangos de dilucion dependiendo del técnico que haga la
interpretacion. Ello significa que una muestra de suero que en un momento dado
obtiene unos titulos de ANA de 1/320, podria producir unos titulos de 1/80 o hasta
1/1280 en repetidas pruebas llevadas a cabo en el mismo laboratorio.

Finalmente, es importante conocer que los titulos de ANA constituyen una medida
indirecta de la cantidad total de anticuerpos en el suero. ANA a titulos bajos se
encuentran con relativa frecuencia en la poblacién sana y a titulos intermedios en
pacientes de edad avanzada, gestantes y en diversas condiciones. Por tanto, unos
titulos bajos de 1/80 o inferiores no tienen valor en el diagndstico de una enfermedad
autoinmune, mientras que si lo tiene cuando los titulos se detectan por encima de
1/160.

Anticuerpos antiantigenos extraibles del nticleo (Anti-ENA)

Dentro del grupo de autoanticuerpos antinucleares encontramos los que reconocen “antigenos
nucleares extraibles” o ENA, que van dirigidos contra proteinas nucleares no histonas que
pueden extraerse del nucleo con soluciones salinas de baja fuerza idnica. Pero ademas también
incluyen a algunos autoanticuerpos frente a antigenos extraibles del citoplasma.

Entre todos los ENA seria deseable limitar el estudio a aquellos autoanticuerpos que han
demostrado su utilidad en el diagndstico clinico o como criterio de clasificacion. Dentro de ellos
estan los dirigidos contra proteinas asociadas al ADN (anti-centrémero, anti-laminas nucleares,
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anti-scl-70) y proteinas asociadas al ARN (anti-Sm, anti-U1-RNP, anti-Ro/SS-A, anti-La/SS-B y
anti-Jol).

Los métodos o técnicas de laboratorio para la identificacidon de los diferentes anticuerpos han
ido cambiando en las Ultimas décadas. Por ejemplo, las técnicas de radioinmunoensayo o
inmunoelectroforesis fueron muy utilizadas en el pasado. Las técnicas de ELISA e
inmunotransferencia (o inmunoblot) siguen teniendo un importante valor en nuestros dias, si
bien esta ultima estd siendo lentamente sustituida, por técnicas mas novedosas basadas en
métodos inmunoenzimaticos y nuevas tecnologias que permiten analisis multiplex.
Fundamentalmente, se basan en la citometria de flujo y las micromatrices (microarrays) de
antigenos.

Inmunotransferencia (IT)

Esta ha sido la técnica mas utilizada para el estudio de la especificidad de los ANA, y se compone
de las siguientes fases (llustracién 7):

o El antigeno utilizado es una suspension de proteinas celulares obtenidas mediante la
solubilizacién de las membranas celulares.

o Mediante electroforesis se separan las proteinas segun su peso molecular.

o Las proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa o nylon, que se
enfrentara con el suero del paciente que contiene los posibles anticuerpos; en caso de
existir, se unen a los antigenos formando inmunocomplejos.

o La identificacion se consigue mediante anticuerpos especificos marcados con enzimas
o isétopos reactivos, y se visualizan mediante bandas que al compararlas con los
controles puede deducirse a qué proteina corresponde la banda reconocida.

Se trata de una técnica muy sensible, pero su utilidad en el campo de la autoinmunidad queda
limitada por el hecho de que soélo permite detectar epitopos lineales —los antigenos se
desnaturalizan durante la fase de la electroforesis—, y debemos recordar que los epitopos que
reconocen una proporcion notable de autoanticuerpos no son lineales, sino que son
conformacionales.

A menudo, se utiliza también otra modalidad, el INMUNOBLOT (o Dot Blot) en la que, a la

membrana que actla de soporte, se unen o imprimen directamente antigenos purificados o
recombinantes.
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llustracion 7. Proceso esquemdtico del fundamento del método Inmunotransferencia:
electroforesis, transferencia e inmunoandlisis

Enzimoinmunoanalisis

La técnica de ELISA es un método inmunométrico que utiliza antigenos obtenidos mediante
purificacion celular o bien mediante sintesis in vitro de la proteina recombinante, La técnica de
ELISA tiene numerosas ventajas: es barata, rapida de realizar, se pueden analizar un gran
nuamero de sueros a la vez, su interpretacidon es menos subjetiva (no es necesaria la labor de un
técnico mas o menos entrenado como ocurre en la IFl) y es muy sensible. Sin embargo, ELISA es
una técnica menos especifica (falsos positivos) y los resultados deben interpretarse con cautela.
llustracion 3.

Inmunoandlisis quimioluminiscente asociado a citometria de flujo (CLIA-CF)

La citometria de flujo es un método rapido, objetivo y cuantitativo de analisis de células u otras
particulas en suspension. El principio en el que se basa esta tecnologia es simple: hacer pasar las
células o las particulas en suspensidn, alineadas y de una en una por delante de un haz luminoso.
La interaccidn de las células o las particulas con el rayo luminoso genera sefiales que se llevan a
los detectores adecuados. La informacidn producida puede agruparse en dos tipos
fundamentales: la generada por la dispersion de la luz y la relacionada con la emisién de luz por
los fluorocromos presentes en la célula o la particula al ser excitados por el rayo luminoso. Las
sefiales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se
convierten en sefiales digitales que procesa el ordenador.
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A lo largo de los ultimos afios, se han disefiado sistemas para inmunoanalisis con microesferas y
deteccidn por citometria de flujo que permiten la determinacidn simultdnea de varias sustancias
y se han aplicado a la medida de varios autoanticuerpos. El sistema utiliza microesferas de latex
marcadas en su interior con diferentes proporciones de dos fluorocromos distintos. Cada
fluorocromo puede tener hasta 10 intensidades de fluorescencia diferentes, lo que puede crear
una familia de 100 conjuntos de microesferas diferenciables por su fluorescencia de emisidn. Los
antigenos correspondientes a los autoanticuerpos que quieran determinarse, se inmovilizan en
las microesferas. De esta forma, cada una de las 100 microesferas que pueden diferenciarse por
su fluorescencia lleva inmovilizado un antigeno especifico para un Unico autoanticuerpo lo que
hace posible determinar de forma simultdnea hasta 100 autoanticuerpos.

Para realizar la prueba se incuba el suero con las microesferas durante un tiempo determinado,
que suele ser alrededor de 30 minutos, en un pocillo de una placa de microtitulacion
(llustracion 8). Se produce la unién de los autoanticuerpos presentes en el suero con los
antigenos inmovilizados en las microesferas. Tras la incubacion, se lavan las microesferas y se
afade una solucion de un antisuero contra la IgG humana conjugado con otro fluorocromo y se
incuba de nuevo durante unos 30 minutos a temperatura ambiente.

Haz de laser

O

Detector del tamaiio

Detector de anticuerpos

llustracion 8. Proceso esquemdtico del fundamento del método Inmunoandlisis
Quimioluminiscente asociado a Citometria de flujo

o Transcurrido ese tiempo, se lavan de nuevo las microesferas y se analizan
directamente en el citdmetro de flujo:

o El paso de cada microesfera es detectado por la dispersion de la luz detectada.
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o Al pasar la microesfera por la cdmara de deteccion, un laser rojo excita los
colorantes internos, lo cual permite clasificar la microesfera en uno de los
100 conjuntos, segun el antigeno que lleva inmovilizado.

o Al mismo tiempo, un laser verde excita la fluorescencia naranja asociada con la
unién del autoanticuerpo, es decir, con el antisuero secundario conjugado.

Inmunoanadlisis enzimatico por fluorescencia asociado a inmunotransferencia (FEIA-IT)

Otra tecnologia con capacidad para analizar de forma simultdanea un nimero elevado de
parametros son las matrices (arrays) proteicas (anticuerpos/antigenos). En algunas
enfermedades, como el lupus eritematoso sistémico, las modificaciones de las proteinas
posteriores a la traduccidn, como las roturas y las fosforilaciones pueden desempefiar papeles
criticos en la iniciacion de la formacion de autoanticuerpos y la autoinmunidad. Las
micromatrices de antigenos tienen capacidad para detectar respuestas de autoanticuerpos
dirigidas frente a las modificaciones de los antigenos posteriores a la traduccion.

Los principales soportes de las matrices son las membranas de nitrocelulosa, nylon y difluoruro
de polivinilideno, los portas recubiertos de poli-L-lisina, gelatina, acrilamida y otros
recubrimientos, y los tratados con silano. Entre los métodos para fabricar matrices en superficies
planas se encuentran la estampacién, la utilizaciéon de inyectores de tinta, el punteado capilar
(capillary spotting), la impresion por contacto y la sintesis in situ.

Actualmente la técnica que se esta implantando es NALIA: nanoensayo luminométrico multiple.
Permite identificar la reactividad simultadnea contra un gran nimero de autoantigenos. Es un
método que deriva de la combinacién de FEIA (inmunoensayo enzimatico por fluorescencia tipo
sandwich) y la inmunotransferencia, pues se desarrolla sobre autoantigenos adsorbidos en
matrices ordenadas en membranas de nitrocelulosa y portas microscépicos tratados con silano.

o Tras la incubacion con los sueros humanos, las matrices se incuban con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (llustracion 9). Se afiade a la reaccién el sustrato
luminescente luminol y se captan las imagenes de las matrices con una camara CCD
para quimioluminescencia.

o Las micromatrices contienen diluciones seriadas de los diversos antigenos,
permitiendo de esta manera la determinacion exacta del titulo de autoanticuerpo
utilizando una curva de calibracién, y con cantidades minimas de suero. La prueba es
muy sensible y muy especifica ya que pueden detectarse cantidades del orden de fg
(10'15g) de un estandar proteico conocido, con muy poca reactividad cruzada con
proteinas inespecificas. Las intensidades de las sefiales observadas con las diluciones
seriadas de los antigenos inmovilizados se correlacionan bien con las diluciones
seriadas de los sueros.

o Son inmunoensayos miniaturizados que permiten reducir los costes al disminuir el
consumo de reactivo y mejorar la eficiencia, pues aumentan enormemente el nimero
de ensayos que se pueden realizar con una sola muestra de suero.
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llustracion 9. Proceso esquemdtico del fundamento del método Inmunoandlisis enzimdtico por
fluorescencia asociado a Inmunotransferencia, que se desarrolla en cada pocillo de la
micromatriz

A &)
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llustracion 10. Izquierda: pocillo de la micromatriz con las reacciones de las distintas diluciones
(tamafio de los tridngulos) de varios antigenos (trigngulos de distinto color), y comparados con
los controles internos negativos (estrellas sin color) y el control interno positivo (estrella naranja).
Derecha: placa de la micromatriz con los multiples pocillos para la deteccion simultdnea de
multiples muestras y anticuerpos anti-antigenos

3.2 Anticuerpos en las vasculitis sistémicas y sindrome de goodpasture

3.2.1. Anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA)
Los anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilos (ANCA) se definen como un grupo heterogéneo de
autoanticuerpos, de tipo 1gG o IgM, dirigidos contra determinantes antigénicos presentes en los

granulos primarios de los neutréfilos y en los lisosomas de los monocitos.

Cribaje: inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Para la deteccion de los ANCA, la IFI se utiliza también como prueba de cribado inicial, debido a
que con en ella se reconocen los 3 patrones basicos de tincién que se relacionan con
manifestaciones clinicas de autoinmunidad. Los patrones son el citopldsmico o cANCA, el
perinuclear o pANCA y el atipico o xANCA.
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El patron Citoplasmatico (cCANCA) se caracteriza por presentar una tincion difusa
granular del citoplasma con acentuacién de la tincién en el area central de los
neutrdfilos, fijados con etanol o acetona. Los anticuerpos que dan el patron cANCA
reconocen proteinas débilmente catidnicas o neutras como la proteinasa-3 (PR-3) y la
proteina cationica de 57 kDa (CAP-57), las cuales se liberan de los granulos especificos
por el tratamiento de las células con alcohol o acetona y se distribuyen de manera
homogénea en el citoplasma de los neutrdfilos (llustracion 11a).

El patron Perinuclear (pANCA) presenta una tincion homogénea alrededor del nicleo
de los neutrdfilos, fijados con etanol o acetona. El patrén estd dado por los anticuerpos
que reconocen proteinas fuertemente catidnicas como: mieloperoxidasa (MPO),
elastasa y azurocidina, las cuales cuando son liberadas de los granulos primarios y
especificos del neutrdfilo se reorganizan en la periferia del nucleo, el cual tiene carga
negativa por el DNA (llustracion 11b).

El patrén pANCA se debe confirmar en neutrdfilos fijados con formalina. La formalina es un
solvente organico que reduce el efecto de atraccidn de las proteinas catiénicas (MPO, elastasa y
azurocidina) hacia el DNA, con lo que quedan distribuidas en el citoplasma. Los anticuerpos que
las reconocen dan un patrén citopldsmico en la IFI.

(o]

El patron Atipico (XANCA) es el resultado del reconocimiento de las proteinas:
catepsina G, lisozima y lactoferrina. Dichas proteinas se liberan de los granulos
especificos de los neutrdfilos y se redistribuyen en la periferia del nicleo cuando son
tratados con etanol, acetona o formalina (ilustracion 11c).

Es importante enfatizar que el efecto de reacomodo perinuclear de las proteinas
mencionadas no se ve modificado en los neutrdfilos fijados con formalina. Por ser un
patron perinuclear se puede confundir con el patrén pANCA, por lo que es importante
estudiar las muestras de los pacientes que presentan dicho patrén en neutrdfilos
fijados con alcohol o acetona y en neutréfilos fijados con formalina.

llustracién 11. Dibujo de las imdgenes microscopicas de los distintos patrones de los ANCA por
IFI: a) citoplasmadtico (cANCA), fijado con etanol o acetona; b) perinuclear (pANCA), fijado con
etanol o acetona, y si se trata con formalina se transforma en el patron citoplasmadtico; c) atipico
(XANCA) tratado con etanol o acetona, y si se trata con formalina no se trasforma en

citoplasmdtico
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Anticuerpos antiproteinasa 3 (anti-PR3)
El principal antigeno para la reactividad de los cANCA es la enzima proteinasa 3 (PR3).

La PR3 es una proteina catidnica compuesta por 228 residuos de aminoacidos y que pertenece a
la familia de la tripsina de las proteasas de la serina. La PR3 se manifiesta Unicamente en
primates y seres humanos, y tiene diferentes funciones, como la proteinolisis de la elastina, la
fibronectina, la laminina y el colageno de tipo 1V, actividades antimicrobianas, etc.

Anticuerpos antimieloperoxidasa (anti-MPO)
El principal antigeno para la reactividad de los pANCA es la enzima mieloperoxidasa (MPO).

La MPO es una enzima que esta presente en los granulos azurdéfilos de los neutréfilos y actla
como marcador. Cataliza la produccion de acido hipocloroso, eficaz para destruir las bacterias
fagocitadas y los virus. La MPO representa casi el 5% de las proteinas totales de un granulocito

neutrdfilo. Es un dimero con enlaces covalentes con un peso molecular de aproximadamente
140 kDa.

3.2.2. Anticuerpos antimembrana basal glomerular (anti-MBG)

Los anticuerpos contra la membrana basal glomerular (MBG) son anticuerpos que reaccionan
frente a epitopos comunes a la membrana basal alveolar (pulmdn) y glomerular (rifién).

La funcién principal de la membrana basal glomerular del rifidn es la ultrafiltracion de la sangre.
El colageno de tipo IV es un componente tipico de la membrana basal glomerular, tiene
propiedades autoagregantes y forma una matriz en la que se integran otras moléculas de la
membrana basal. El colageno de tipo IV forma trimeros compuestos de tres subunidades de
cadenas alfa. Hoy se sabe que los anticuerpos van dirigidos frente la cadena a3 del colageno
tipo IV. Dado que los anticuerpos estan dirigidos contra epitopos del denominado "dominio no
colagenoso" (dominio NCI), ocultos en el interior de la proteina en su estructura natural, es
necesario usar el antigeno desnaturalizado para la deteccidn de anticuerpos anti-MBG.

Generalmente son del tipo 1gG, aunque ocasionalmente pueden ser de tipo A o IgM.
Determinacion

Los anti-PR3, anti-MPO y anti-MBG, se pueden determinar por enzimoinmunoanalisis tipo
sandwind (ELISA, llustracion 3), inmunoensayos enzimaticos por fluorescencia (FEIA) o
inmunoensayos basados en microparticulas tipo CLIA-CF (llustracién 8). Existen unos ensayos

ELISA S (sensible) en donde los pocillos se recubren con el antigeno, empleando una técnica de
fijacidn, que aumenta notablemente la sensibilidad del test.
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3.3 Anticuerpos en el sindrome antifosfolipido

Los exdmenes de laboratorio en el Sindrome Anti-Fosfolipidos (SAF) son un pilar en el
diagndstico, ya que en los Criterios de Clasificacion del SAF su presencia es indispensable junto
con las manifestaciones clinicas. Los anticuerpos antifosfolipidos son anticuerpos dirigidos
contra proteinas que se unen a fosfolipidos con carga anidnica.

3.3.1. Anticuerpos anticardiolipina (anti-CL)

A diferencia de la mayoria de los anticuerpos, la cardiolipina no es una proteina, sino un
fosfolipido. Los fosfolipidos son componentes fundamentales de las membranas y los organulos
de las células vivas. La cardiolipina se encuentra en las membranas bacterianas, las mitocondrias
y los cloroplastos.

La cardiolipina estd compuesta por dos grupos de acido fosfatidico, cada uno de ellos unido a un
componente glicérido mediante un enlace fosfodiéster, y unidos por un componente glicerol
central. Los anticuerpos se unen al complejo formado por la cardiolipina y el cofactor R,-GPlI.

La IgG se considera el isotipo mas frecuente e importante para la deteccién de anticuerpos
anti-Cardiolipina (aCL). Sin embargo, se recomienda determinar también las concentraciones de
IgM e IgA, ya que de lo contrario, se podrian pasar por alto algunos pacientes de riesgo. La
asociacioén clinica de los diferentes isotipos de aCL se refleja, con cierta controversia, en la
literatura médica.

3.3.2. Anticuerpos anti- f3;glicoproteina I (anti-f32-GPI)

La glicoproteina R, (8,GPIl) se une a sustancias con carga negativa, como los fosfolipidos y las
lipoproteinas. Un ndimero cada vez mayor de estudios indica que la B,GP1 (subindice es
necesaria como cofactor o incluso que es el antigeno "real" para la unién de los anticuerpos
antifosfolipidicos. Los epitopos de conformacidn para los anticuerpos anti-R,GPI se desarrollan
cuando interaccionan con una membrana lipidica compuesta de fosfolipidos con carga negativa
o cuando la B,GPI es adsorbida en una placa de poliestireno polioxigenado.

La R,GPI es una proteina plasmatica de 50 kDa compuesta por cinco grupos homadlogos de
aproximadamente 60 aminoacidos.

Isotipos de anticuerpos: Tras la determinacion de los anticuerpos aCL, en la mayoria de los
estudios de la B,GPI se investiga la IgG, y en ocasiones, la IgM. Sin embargo, cada vez hay mas
estudios que indican la relevancia clinica de la $,GPI IgA.

Para la deteccién de anticuerpos, la B,GPI debe estar unida a una membrana lipidica compuesta

de fosfolipidos con carga negativa o haber sido adsorbida en una placa de poliestireno
polioxigenado (irradiado).
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Determinacidn

Los anticuerpos aCL y los anti-,GPI se determinan mediante ELISA o FEIA, rutinariamente para
isotipos IgG e IgM (también se pueden determinar IgA).

o Los resultados se expresan en unidades GPL (para anti-cardiolipinas tipo 1gG) o MPL
(anti-cardiolipinas tipo IgM).

o Los anticuerpos anti-B,GPI se expresan en unidades tradicionales.

o Se consideran valores significativos clinicamente aquellos moderados (> 40 GPL o MPL)
o altos (>percentil 99 para la poblacién).

3.3.3. Anticoagulante liipico (AL)

En principio se sugirié que el anticoagulante lupico (AL) podian ser anticuerpos producidos en
respuesta a fosfolipidos de membrana con configuracién alterada como consecuencia de algun
dafio producido por virus, farmacos, factor de necrosis tumoral, etc. Hoy sabemos que los
anticuerpos con actividad AL no estdn solo dirigidos contra fosfolipidos sino que
presumiblemente reconocen un epitope que se expone tras la unién de la protrombina a los
fosfolipidos mediada por el calcio. Se ha sefialado que también podria dirigirse contra la B,GPI.

El AL se detecta mediante ensayos de coagulacion.
12. En primer lugar se realiza un test de screening:

o Tiempo de tromboplastina activado (APTT).
o Tiempo de veneno de vibora de Rusell (RVVT).

29, Si estos estan alterados se procede a la identificacion del inhibidor: se asume la
presencia de un inhibidor cuando no se observa correccidon del test de screening
realizado con las mezclas de plasma normal. Se expresa el resultado como el cociente
lupus (CL) que se calcula en base a la relacion entre ambos tiempos de coagulacion
dividida por la relacion correspondiente al plasma de referencia, y que sugiere o no la
presencia de un inhibidor tipo lupico.

39, Para confirmar que el inhibidor es el lipico, se afiade un exceso de fosfolipidos y se
observara la correccion del APTT y RVVT.

Algunas pruebas seroldgicas para la sifilis (especificamente la prueba de VDRL) pueden dar un
falso-positivo en los pacientes debido principalmente al anticoagulante lupico con este
sindrome, aunque las pruebas mas especificas (los anticuerpos recombinantes) resultaran
negativas.

Se pueden encontrar anticuerpos antifosfolipidos “falsos positivos” en infecciones virales y otras
y ocasionalmente asociadas a drogas. Esto se ve con aCL y AL pero no asi con anticuerpos anti-
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RB,GPl. Por este motivo es fundamental repetir la determinacién después de al menos
12 semanas de una primera muestra positiva.

3.4 Anticuerpos en la artritis reumatoide

3.4.1. Factor reumatoide (FR)

El factor reumatoide (FR) es un anticuerpo frente a la porcion Fc de la inmunoglobulina 1gG, que
también es un anticuerpo. El FR y la I1gG se unen para formar complejos inmunes que
contribuyen al proceso de la enfermedad.

Isotipos de anticuerpos: principalmente son del tipo IgM.

Las primeras técnicas empleadas estaban basadas en inmunoaglutinaciones (Waaler-Rose =
inmunohemaglutinacién, y aglutinacién por latex) dando los resultados en titulos (1/80).
Posteriormente aparecen técnicas ELISA, que aportan mejores caracteristicas técnicas pero eran
muy lentas y poco reproducibles, por lo que se usaron poco. Actualmente se determinan
mediante nefelometria o turbidimetria, de mayor rapidez, reproducibilidad y menor coste. Ello
es debido a que estas tecnologias estan incorporadas en equipos automatizados y las
calibraciones emplean estandares basados en preparaciones de referencia internacionales,
dando los resultados en Ul/ml.

Aglutinacion por latex

Esta técnica se usa principalmente para la busqueda de Factores Reumatoides (FR). Se utilizan
particulas de latex recubiertas con IgG, las cuales se aglutinan en contacto con FR poliméricos. Se
usan diluciones progresivamente mayores del suero del paciente, y se informa como positivo o
negativo a la ultima dilucién en la que se observa aglutinacidn. Es un examen sencillo y barato.

\ 4
2

» b 4 =
v’ v

A 7y

Antigeno Ab-latex Ag+Ab-latex

llustracion 12. Proceso esquemadtico del fundamento del método Aglutinacion por latex
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Turbidimetria y nefelometria

Consiste en el andlisis automatizado de la dispersién de la luz al chocar contra complejos
antigeno-anticuerpo formados al incubar suero del paciente con el reactivo. A mayor
concentracién de complejos (mayor “turbidez” de la suspensién), mayor la dispersidon.

o En las determinaciones turbidimétricas se mide la cantidad de luz que atraviesa la
suspension sin ser dispersada. El detector se sitla de manera que forme un angulo de
02 con respecto a la direccidn del rayo incidente.

o En nefelometria, por el contrario, el detector de radiacidn se sitia a un angulo distinto
de 02 (generalmente a 909, pero no siempre) de modo que pueda captar la cantidad de
radiacion dispersada en dicha direccidn.

Para amplificar estas débiles sefiales se pueden emplear fotomultiplicadores.

llustracién 13. Proceso esquemadtico del fundamento de los métodos Turbidimetria (dngulo 02) y
Nefelometria (dngulo 902)

3.4.2. Anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado (anti-CCP)

Entre los marcadores especificos de la artritis reumatoide se encuentran los autoanticuerpos
que van dirigidos contra el factor perinuclear (APF), los anticuerpos antikeratina (AKA) y los
anticuerpos antifilagrina (AFA). Todos ellos van dirigidos frente a la proteina filagrina epitelial
humana. La filagrina estd relacionada con la organizacion del citoesqueleto de las células
epiteliales y es sintetizada como un precursor altamente fosforilado, la profilagrina que estd
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presente en los granulos queratohialinos de las células de la mucosa bucal. Durante la
cronificacidn la profilagrina es defosforilada, lo que permite la liberacion proteolitica de las
subunidades de filagrina. A continuacion algunos residuos de argininas son transformados en
citrulina por la enzima peptidilarginina deiminasa. llustracion 14.

Segun los estudios detallados sobre los péptidos de filagrina citrulinados de Schellekens y col. en
1998, quedd patente que diversos pacientes con artritis reumatoide muestran péptidos
citrulinados diferentes. En las variantes ciclicas de dichos péptidos, el residuo de citrulina se
expone de forma éptima para la union del anticuerpo.

Profilagrina: proteina acida fosforilada,
Epidermis Consiste en 10-12 unidades de Filagrina
en tandem separadas por uniones peptidicas

Desfosforilacién
Excision Proteolitica

¥
Filagrina: proteina basica/neutra
asociada a filamentos intermedios
Citrulinacién por la
v peptidil-arginina desaminasa
Cornificacién Arginina » [ Citrulina
v

:....:: Filagrina Citrulinada

llustracion 14. Proceso de sintesis de los Péptidos Ciclicos Citrulinados

A finales del afio 2000, y como alternativa a la deteccion de los anticuerpos APF, AKA y AFA, se
introdujo un enzimoinmunoanalisis en el que se utiliza como antigeno un péptido ciclico
citrulinado sintético de origen articular, sin homologia con la filagrina ni ninguna otra proteina
conocida, mas reactivo con el suero de la artritis reumatoide y con caracteristicas de
rendimiento mejoradas, que se presenté como "CCP de segunda generacién (CCP2)" y se
comercializé con el nombre de ensayo ELISA. Los ELISA existentes en el mercado emplean todos
ellos los CCP-2.

Isotipos de anticuerpos: IgG
Esta nueva magnitud permite alcanzar una excelente especificidad diagndstica (96% de ACCP vs

al 77% del FR) para el diagndstico de la artritis reumatoide, manteniéndose practicamente la
sensibilidad diagndstica del factor reumatoide (78% vs 74%).
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TIPO MUESTRA

Suero gelosa

ANA
Si (+)

AUTOANTICUERPO

Anti-DNAds

Titulo y Patrén ANA
Anti-ENA

(y Anti-H si procede)

ANCA: Titulo y patrén

Si(+)

Si(-)

cANCA | Anti-PR3
PANCA | Anti-MPO
| Anti-MBG

DETERMINACION
ELISA, CLIA

II:IC.Iuciliae

[Flygp-2

RIA, IT, ELISA,

CLIA-CF, FEIA-IT

IFI etanol/acetona y formalina
ELISA (S), FEIA, CLIA-CF
ELISA (S), FEIA, CLIA-CF
ELISA (S), FEIA, CLIA-CF

Anti-FOSFOLIPIDOS

Anti-CL: 1gG, IgM (IgA) ELISA, FEIA
Anti-R,-GP!: 1gG, IgM (IgA) ELISA, FEIA
AL

APTT, RVVT Coagulometria

Si T Tiempo plasma pb

i Plasma problema + Plasma normal: CL .
Plasma Citrato p Tiempo plasma ref

Si Pl b + Fosfolipid .
|T ‘ asma pb + Fosfolipidos Coagulometria

APTT, RWT
Anti-REUMATICO
Anti-CCP: IgG ELISA-CCP2
FR: 1gM, IgA Aglutinacion,
Suero gelosa ELISA,

Turbidimetria,
Nefelonetria

ANA: anticuerpos anti-nucleares. Anti-DNAds: anticuerpos anti-acido desoxirribonucleico de doble
cadena. Anti-ENA: anticuerpos anti-nucleares extraibles. Anti-H: anticuerpos anti-histonas.
ANCA: anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos. cANCA: patrédn citoplasmdtico de ANCA.
PANCA: patron periférico de ANCA. Anti-PR3: anticuerpos anti-proteasa 3. Anti-MPO: anticuerpos
anti-mieloperoxidasa. Anti-MBG: anticuerpos anti-membrana basal glomerular. Anti-CL: anticuerpos
anti-cardiolipina.  Anti-B,.GPl:  anticuerpos anti-8, glicoproteina-l. 1gG: inmunoglobulina G.
IgM: inmunoglobulina M. IgA. Inmunoglobulina A. AL: anticoagulante IUpico. APTT: tiempo de
tromboplastina activado. RVVT: tiempo de veneno de vibora de Rusell. CL: cociente lupico.
Anti-CCP: anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado. FR: factor reumatoide. ELISA: inmunoanalisis
enzimatico tipo sandwich. CLIA: inmunoanalisis por quimioluminiscencia. FEIA: inmunoanalisis
enzimatico con fluorescencia. CT: citometria de flujo. IT: inmunotransferencia. RIA: inmunoandlisis con
radioisétopos.  IFlc iize:  inmunofluorescencia  indirecta con sustrato  Crithidia luciliae.
IFlyep.o: inmunofluorescencia indirecta con sustrato de células de epitelioma de laringe humano.
IFl etanol/acetona y formalina: iNMunofluorescencia indirecta fijada con etanol o acetona y formalina.
ELISA-CCP2: inmunoanalisis enzimatico tipo sandwich de segunda generacién para los anticuerpos
anti-péptido ciclico citrulinado.

Tabla 5. Resumen de los Protocolos del Laboratorio de Autoinmunidad para las muestras de
Enfermedades Sistémicas
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Capitulo 4

Informe del laboratorio de autoinmunidad

M2 José Lopez Garcia, Marta Cdardenas Povedano y Aurora Urbano Felices

4.1 Perfil basico en las enfermedades autoinmunes sistémicas

Los resultados del perfil inmunoldgico basico, pueden orientar al clinico, incluso desde atencién
primaria, hacia las principales enfermedades autoinmunes sistémicas o descartarlas (tabla 6). Sin
embargo, para una mejor valoracién se ha de considerar la edad y sexo del paciente, ademas de
las manifestaciones clinicas.

Recordemos que para valorar los ANA hemos de considerar el titulo:
(-) <1/40: negativo
(+) 1/40 - 1/80: positivo bajo
(++) 1/160 - 1/320: positivo medio
(+++) 21:640: elevado.

(+) La prevalencia de ANA en la poblacion general aumenta con la edad. Se sabe que el 18% de
las personas mayores de 60 afios puede presentar valores bajos sin que ello tenga ninguna

significacion clinica.

(++) Por otra parte, los ANA positivos medios-altos pueden orientarnos inicialmente a
determinadas enfermedades autoinmunes sistémicas si tenemos en cuenta la edad del paciente.
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(-) En cambio, un ANA negativo con sospecha de enfermedad autoinmune nos debe hacer
investigar hacia una vasculitis por ANCA, crioglobulinemia, sindrome antifosfolipido primario o
incluso un S. Sjogren o Dermatomiositis-Polimiositis, ya que los anti-Ro/SSA y anti-Sintetasas
pueden resultar negativos por IFI.

ORIENTACION
DIAGNOSTICA

ANA

FR

GCs, G4y CHsp

Enf. Tejido Conjuntivo

Infancia: DM/PM

15-40 aios, mujer:
LES

40-60 aios, mujer:
SS, ES

>50 afios, hombre:
ES paraneopldsica.

JLES

Vasculitis Sistémica

+ Crioglobulinemia
mixta

J Crioglobulinemia

S. Anti-Fosfolipido

Normal

Artritis Reumatoide

+ Solapamientos

_/+

N

Infecciones:

Viricas

_/+

+ Hepatitis

N

Bacterianas

+ EBSA,Tuberculosis

N

ANA: anticuerpos anti-nucleares. FR: factor reumatoide. C3;, C,: factores del complemento.
CHsy. capacidad hemolitica del factor de complemento Cs,. LES: lupus eritematoso sistémico.
DM/PM: dermatomiositis/polimiositis. SS: sindrome de Sjégren. ES: esclerosis sistémica.
EBSA: Endocarditis bacteriana subaguda.

Tabla 6. Claves para la interpretacion del perfil inmunoldgico bdsico en las enfermedades
autoinmunes sistémicas

Respecto al FR, es positivo en adultos sanos con una frecuencia de 5% y en mayores de 70 afios
puede llegar a 25%. Ademas, aunque sélo es criterio diagndstico en la artritis reumatoide (y no
imprescindible), no es exclusivo de esta enfermedad, ni siquiera de enfermedades autoinmunes.

Las alteraciones en los niveles de las fracciones de C;, C; y CHso del complemento no son
patognomonicas de las enfermedades autoinmunes sistémicas, pero deben alertarnos sobre
todo si disminuye, puesto que el consumo de complemento se correlaciona con la presencia de
actividad inmunoldgica.
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4.2 Anticuerpos en las enfermedades del tejido conjuntivo

4.2.1. Utilidad clinica
ANA

Los resultados de los anticuerpos antinucleares tienen valor diagndstico pero no prondstico ni
sirven de seguimiento en el tratamiento de la enfermedad.

o Los titulos de los ANA no se correlacionan con la severidad de la enfermedad.
o Lostitulos medios y altos (21/160) sélo se correlacionan con formas sistémicas.

o Los ANA no se negativizan ni fluctian con el curso de la enfermedad.

Anti-ENA

Igualmente los anticuerpos antinucleares extraibles sélo tienen valor diagndstico, no varian con
la actividad de la enfermedad. Sin embargo, algunos de ellos si tienen valor prondstico sobre la
gravedad de la enfermedad y la posible respuesta al tratamiento, vg: anti-U;snRNP, anti-Jo1l,
anti-SRP y anti-Mi2.

Para una correcta interpretacion de los resultados y facilitar la comparacién entre distintos
laboratorios, siempre se debe especificar la técnica utilizada y los antigenos estudiados. Debera
evitarse el resultado “anti-ENA negativo”.

Los anti-Ro y anti-Sintetasas pueden ser ANA falsos negativos por IFl si se emplean tejidos de
roedores, si existe sospecha diagndstica se ha de prescindir del titulo y patron y determinarlos
directamente.

Anti-DNAdSs

A diferencia de los anteriores la titulacion de los anticuerpos anti-DNA es muy util en el
seguimiento de los pacientes con LES ya que permite el monitoreo de la respuesta de los
pacientes a la terapia.

4.2.2. Enfermedad asociada

A continuacion se describe el algoritmo de diagndstico de laboratorio de las enfermedades
autoinmunes del tejido conjuntivo, llustracion 15. Siguiendo los protocolos del laboratorio, tras
una prueba de screening (ELISA), se determinan los ANA mediante IFl cuyos patrones nos
sugeriran la presencia de un antigeno que debera ser confirmado en la determinacién de los ENA
y anti-DNAds. En funcién del/los antigeno/s predominante/s se podrd asociar con mayor
probabilidad a una determinada enfermedad (Tabla 7). Para el diagndstico definitivo de cada
enfermedad en concreto se tendrd que evaluar conjuntamente con los criterios diagndsticos
clinicos que se estudiaron en el capitulo primero sobre cada patologia.
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¥ ¥
(-) '[*I'l
v
HOMO- PERIFE- |[MOTEADO | MOTEADO | CENTRO- | NUCLED- PERINU | CITOPLAS
DNAds | 6énEo  |Rico GRUESO  |FINO MERO LAR -CLEAR | _pATicO
LES + Sm,
l—’ + LES LES U2-RNP
{-) EMTC |+ U1-RNP
LES"WS- 55, LES * 55”“0
+ | Escero- LES neont
dermia 58, LES, SSB/La
Anti localizada LES neont
H LES CBP E5 limit. CenpB
subclinico | ,; atras (CREST)
= uotras -
conectivo- EAS Esdifuea, 5c70
patias
ED-DM, PM/Scl
Es difusa
. DM-PM Jo-1
No Enfermedad
Autoinmune del PM SRP
tejido conjuntivo
LES RibP

ANA: anticuerpos anti-nucleares. ENA: anticuerpos anti-nucleares extraibles. Anti-DNAdSs: anticuerpos
anti-acido desoxirribonucléico de doble cadena. Anti-H: anticuerpos anti-histona. LES: lupus eritematoso
sistémico. Fcos: inducido por farmacos, Neont: neonatal. CBP:cirrosis biliar primaria. EAS:
enfermedades autoinmunes sistémicas. EMTC: enfermedad mixta del tejido conjuntivo. SS: sindrome
Sjogren. ES: esclerosis sistémica. Limit: forma limitada. ED-DM: sindrome de superposicién de
esclerodermia y dermatomiositis. DM-PM: Dermatomiositis-Polimiositis. PM: polimiositis.

llustracion 15. Algoritmo diagndstico de laboratorio para enfermedades autoinmunes del tejido
conjuntivo
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AUTO- ENFERMEDAD Y PREVALENCIA IMPORTANCIA CLINICA
ANTIGENO
LE por farmacos: 95% S6lo un pequefio porcentaje de LE por
Histonas LES: 30-70% farmacos desarrolla la enfermedad.
Artritis reumatoide: 15-50% En LES, se asocia con enfermedad activa.
LES: 60-90 % Marcador especifico en LES, correlacionado
LES activo: con la actividad de la enfermedad
dsDNA o  con afectacién renal:>95% (supervisién), marcador para lesién tisular.
o sin afectacion renal:50-70% Estan asociados con un aumento del riesgo de
LES inactivo: <40% padecer nefritis, la especificidad es del 95%.
Indican un buen prondstico sobre el
LES:30-40 % desarrollo de la afectacién renal, incluso

U;-RNP Enfermedad mixta del tejido cuando se encuentran combinados con Sm. La

conjuntivo: 100 % EMTC se define con niveles altos de anti-
U;snRNP.

smy LES: 10-30 % Muy especifico para LES (99%).

Anti-U,RNP

Rib-p LES: 20% Especnf|.c0 de LES. .

Se relaciona con enfermedad activa.
i Riesgo elevado de padecer lupus neonatal si

$S-A/Ro 5S: 60 - 70 % 8 e B R 288 Ul
Vel il @ lEs la madre tiene anticuerpos anti-SS-A/Ro
irigi 2kD i-5S-B/La.

neonatal: > 95 % (sobre todo dirigido a 5 ) y anti-SS-B/La
LES:5-15% . .

Se encuentran casi siempre combinados con
SS:40-70% . . . -

SS-B/La . anticuerpos anti-SSA/Ro; mas especificos del
Madre de nifio con lupus sindrome de Sjégren que anti-SS-A/Ro
neonatal: 60% Jogren g )

g Presente en pacientes con esclerodermia, en
, Esclerosis Sistémica limitada: , .
Centrémero 30-95% la mayoria de los casos de forma limitada.
= 0 . . . .
Raynaud: 10 - 15 % Térnbler.\ pr.esente en pacientes con cirrosis
biliar primaria.

Scl-70 Esclerodermia Sistémica difusa: Marcador especifico para esclerodermia.
20-70% (especificidad del 98-100%)
Esclerodermia/Dermatomiositis:

50-70% Asociado al sindrome de superposiciéon de

PM-Scl P i . L
Esclerosis Sistémica difusa: esclerodermia y dermatomiositis.

5-10%.
L L Enfermedad pulmonar intersticial, artiris no
Polimiositis/Dermatomiositis: . -
Jo-1 30% erosiva y Rauynaud. Prondstico malo con
’ moderada respuesta al tratamiento.
Miositis  severa, compromiso cardiaco,

SRP Polimiositis: 5-10% mialgias. Prondstico muy malo, pobre

respuesta al tratamiento.

Mi2 Dermatomiositis Amiopatica: Dermatomiositis clasica. Prondstico favorable,

5-10%

buena respuesta al tratamiento.

Tabla 7. Principales autoanticuerpos de las enfermedades autoinmunes del tejido conjuntivo en
relacion con la enfermedad asociada
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4.3 Anticuerpos en las vasculitis sistémicas y sindrome de Goodpasture

4.3.1. Utilidad clinica
ANCA

Los anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilo tienen utilidad tanto como prueba de diagndstico
como de seguimiento. El incremento del titulo o un resultado positivo cuando antes era
negativo, deben poner en alerta al clinico para estrechar el seguimiento. No obstante, los ANCA
no deben utilizarse como guia de tratamiento, los titulos ANCA no se correlacionan con la
actividad, hallazgo que si ocurre en la enfermedad inflamatoria intestinal.

Por otra parte una prueba ANCA positiva permite el diagndstico pero un ANCA negativo no lo
descarta: un 10% de GW sistémicos y un 20% PAM pueden ser negativos; ademas, los ANCA
pueden ser negativos en las formas localizadas. Por tanto, cuando la sospecha de enfermedad
asociada a ANCA positivo es alta y por IFl son negativos, se ha de realizar el ELISA obviando el
cribado.

Anti-PR3, anti-MPO y anti-MBG
Son Uutiles en el diagnostico y en el seguimiento de la enfermedad.
o Un resultado de PR3 positivo indica una mejor respuesta al tratamiento pero mayor

riesgo de recaidas.

o Unresultado de MPO positivo indica mas resistencia al tratamiento pero menor riesgo
de recaidas.

o Los valores séricos de los anti-MBG son de interés en el seguimiento de la respuesta al
tratamiento con plasmaféresis y citotdxicos, procedimientos empleados en el
sindrome Goodpasture.

4.3.2. Enfermedad asociada

Siguiendo el algoritmo de diagnéstico de laboratorio de las vasculitis sistémicas (llustracidn 16),
tras una prueba de screening de los ANCA por IFl, se determinan los autoanticuerpos. Para la
asociacién con la enfermedad mas probable se han de valorar conjuntamente con otros
parametros de laboratorio y con las manifestaciones clinicas.
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v ¥

(? ®
XANCA [cANCA |pANCA

| AntiMBG | - ++ +,-"' AntiPR3
© | @ | - +f- ++ AntiMPO
. + + + - + + [Hematies], ..
+ + + + - + + Vs5G
- - + - - - - - Crioglobulina
: : : - - - - - | [18A tepsos

Otras Plrpura |Crioglobu | Paoli- S. Good- | Vasculitis | Granulo- | 5.Churg-
Vasculitis | Henoch- |-linemia | arteritis | Pasture |22 oMo |matosis |Strausso

Schonle- Nodosa Vasculitis | Wegener | Poliangitis
in micros-
copica

ANCA: anticuerpos anti-citoplasma de neutrofilos. xANCA: patrén atipico. cANCA: patron
citoplasmatico. pANCA: patrén periférico. AntiMBG: anticuerpos anti-membrana basal
glomerular.  AntiPR3: anticuerpos anti-proteinasa 3. AntiMPO: anticuerpos
anti-mieloperoxidasa. VSG: velocidad de sedimentacion globular. IgA: inmunoglobulina A.

llustracion 16. Algoritmo diagndstico de laboratorio para enfermedades autoinmunes de
vasculitis sistémicas y sindrome Goodpasture

4.4 Anticuerpos en el sindrome antifosfolipido

4.4.1. Utilidad clinica

Tal y como vimos en el apartado correspondiente del capitulo de patologia, para un diagnéstico
definitivo de Sindrome Antifosfolipido se han de reunir al menos un criterio de laboratorio junto
con un criterio clinico. Respecto al criterio de laboratorio se deben detectar los autoanticuerpos
como minimo en 2 oportunidades separadas por al menos 12 semanas y maximo 5 afios antes
de las manifestaciones clinicas. llustracion 17. Se pueden encontrar anticuerpos antifosfolipidos
“falsos positivos” en infecciones virales y ocasionalmente asociadas a drogas. Esto se ve con
anti-CL y AL pero no asi con anticuerpos anti-f3, GPl. Por este motivo es fundamental repetir la
determinacién después de al menos 12 semanas de una primera muestra positiva. Por otra
parte, la presencia de estos anticuerpos puede dar VDRL falsos positivos.
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4.4.2. Enfermedad asociada

Estos anticuerpos se pueden observar ademds de en el Sindrome Antifosfolipido primario, en el
secundario, es decir, asociado a otras enfermedades autoinmunes, y con distintas frecuencias. El
Lupus Eritematoso Sistémico es la enfermedad en la que mas se ha estudiado la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos, con una incidencia del 20-65%. Con relacién a otras enfermedades
autoinmunes también se han observado anticuerpos antifosfolipidos en el Sindrome de Sjogren,
la artritis reumatoide y las vasculitis inflamatorias primarias.

Anticuerpos antifosfolipidos:

*1gG e IgM anti B,-glicoproteina

*1gG e IgM anti Cardiolipina

* Anticoagulante ltpico

I
¢ l

Todos O Almenos 1test @

Posible sindrome Antifosfolipidos,
repetir alas 12 semanas

Todos Almenos 1test® y
l al menos 1 criterio clinico
No Sindrome Antifosfolipidos Sindrome Antifosfolipidos

llustracion 17. Algoritmo diagndstico para el sindrome antifosfolipido
4.5 Anticuerpos en la artritis reumatoide

4.5.1. Utilidad clinica
ACCP

o Especificidad diagndstica. Los anticuerpos frente al Péptido Ciclico Citrulinado
comparados con el FR, tienen una mayor especificidad (96% frente al 86%) con una
sensibilidad similar, y sélo aparecen en el 1-3% de las personas sanas, por lo que para
algunos autores su utilidad es superior a la del FR. El hecho de que alrededor del 40%
de los pacientes con AR y FR negativo tengan los anti-CCP positivos aumenta su valor
diagnéstico.

o Diagnéstico diferencial:
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o Distingue la AR de LES cuando se asocia con FR positivo y lesiones articulares
erosivas.

o Distingue AR de artropatias secundarias a hepatopatias por VHC (75% positivas a
FR).

o Distingue los casos de reumatismos palindrdmicos que acabaran en AR, de los
que no.

o Distingue AR en el anciano de la polimialgia reumatica...

o Prondstico evolutivo: es mas precoz que el FR. La capacidad de los ACCP de predecir en
afios el desarrollo posterior de la AR en ausencia de serologia y sintomatologia es muy
elevada.

o Prondstico de gravedad de la AR: La valoracion cuantitativa de los ACCP parece ser
directamente proporcional a la gravedad de las lesiones Oseas posteriores, en
enfermos de AR.

o Sin embargo, no estd clara la eficacia de su monitorizacion como respuesta al
tratamiento.

FR

El Factor Reumatoide fue el primer y Unico criterio de autoinmunidad para la clasificacion de la
Artritis Reumatoide del Colegio Americano de Reumatologia en 1987 y se asocia a mal
prondstico (enfermedad articular agresiva y compromiso extra-articular).

Puede ser negativo en un 30% de los pacientes con AR al principio de la enfermedad, y 20-25% a
lo largo de toda enfermedad (AR seronegativa). Su sensibilidad es del 60-90%, dependiendo del
método de determinacién empleado y de la duracién de la AR. Su especificidad también es baja
(70-86%). Diversas enfermedades pueden cursar con elevacidn de FR. Su prevalencia en sujetos
sanos mayores de 70 afios es de aproximadamente el 25%, y menor del 5% en la poblacién
general. Por lo tanto, el FR ni excluye ni confirma el diagndstico de AR por si solo.

4.5.2. Enfermedad asociada
Tal como vimos en los criterios diagndsticos, el Colegio Americano de Reumatologia establecio

en 2010 una puntuacién de parametros analiticos y sintomatologia segun la cual, se necesitan al
menos 6 puntos para el diagndstico de la Artritis Reumatoide. llustracion 18.
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Negativo se refiere a los valores que son menores o
igual al limite superior normal (LSN) en la prueba de
laboratorio.

Positivos débiles se refiere a los valores que son mas
altos que el LSN superior, pero <3 veces para la prueba del
laboratorio.

Positivo fuerte se refiere a los valores que son >3
veces el LSN para la prueba del laboratorio.
Cuando la informacién del FR sélo esta disponible como
positivo o negativo, debe ser clasificado como débil
positivo.
(d) Normal y (1) Anormal estd determinado por las
normas de laboratorio local.

FR: factor reumatoide. ACCP: anticuerpo anti-péptido ciclico citrulinado.PCR: proteina C reactiva.
VSG: velocidad de sedimentacidn globular.

llustracion 18. Algoritmo diagndstico para la artritis reumatoide

Si un paciente tiene un valor positivo de ACCP y de FR, es muy probable que tenga ARy

que desarrolle una forma severa de la enfermedad.

en un futuro.

inflamatorio.

Por ultimo, cabe recordar que el diagnéstico de la AR es sobretodo clinico, y que puede

Si un paciente tiene el ACCP positivo y el FR negativo, pero presenta sintomas
sugerentes de AR, es probable que tenga una AR de reciente inicio, o que la desarrolle

Si un paciente tiene el ACCP negativo y el FR positivo, los signos y sintomas clinicos
seran mucho mas importantes para determinar si el paciente tiene AR u otro trastorno

Si un paciente presenta el ACCP y el FR negativos, es poco probable que tenga una AR.

realizarse en ausencia de autoanticuerpos positivos.
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Las enfermedades autoinmunes sistémicas son un
grupo de patologias de gran importancia para
numerosos especialistas, por sus manifestaciones
clinicas y complicaciones durante la evolucién ya
gue en ocasiones plantean dificultad diagnéstica y
terapéutica.

El objetivo de este manual es actualizar Ilos
conocimientos clinicos, analiticos y técnicos, con el
fin dltimo de ayudar al diagnéstico, prondstico y
seguimiento de las enfermedades autoinmunes
sistémicas por parte del laboratorio de Analisis
Clinicos, especialmente desde el area de
Autoinmunidad, dentro de Inmunologia.

Va dirigido al personal en formacién, a profesionales
del ambito sanitario, clinico (médicos y enfermeros)
y del laboratorio (técnicos y analistas), ya que
recorre las areas asistenciales de atencién primaria
y especialista (reumatologia, inmunologia, vy
dermatologia), toma de muestras, areas del
laboratorio de soporte general (recepcidn,
distribucion y preparaciébn de las muestras),
automatizacién, nuevas tecnologias y areas de
conocimiento.
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