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Algunas maximas

m Las enfermedades autoinmunes son un
grupo heterogéneo de patologias
caracterizadas por la presencia de una
respuesta inmune humoral y/o
celular contra lo propio.

m Esta respuesta inmune la podemos
poner de manifiesto a traves de una
gran variedad de pruebas de
laboratorio

Van Miulen et al. Semin Arthritis Rheum 1995



Pruebas inmunoldgicas mas comunes
utilizadas en el estudio de laboratorio
de las enfermedades autoinmunes

e

m ANA

m Antihistonas

= Anti-DNA

= Anti-ENA
e Anti-Ro (SS-A)
e Anti-La (SS-B)
e Anti-RNP
e Anti-Sm
e Antitopoisomerasa I (Scl-70)

m Anticentromero



Pruebas inmunoldgicas mas comunes
utilizadas en el estudio de laboratorio
de las enfermedades autoinmunes

m Factor reumatoide

s Complemento

m Crioglobulinas

m Anticuerpos antifosfolipidicos

m Anticuerpos anti citoplasma de

neutrofilos (ANCA)



Alguna maximas

m El diagnostico de las enfermedades
autoinmunes sistémicas comienza
por la clinica

DIAGNOSTICO

m El laboratorio es una ayuda

m Sin l6gica el laboratorio puede
confundir mas que ayudar



Alguna maximas

m "Un test diagnostico adecuado es aquel
que se solicita para responder a una
pregunta clinica clara. Su resultado
permitira al clinico emprender una
accion encaminada a obtener un

DIAGNOSTICO

beneficio en la salud del paciente”

Price CP. Clin Chim Acta 2003;333:147



Algunas maximas

m Las enfermedades autoinmunes suelen
asociarse con Ac contra proteinas
intracelulares y acidos nucleicos (ANA)

m Se denominan ANA, pero a veces son
antigenos citoplasmaticos

m EL ESTUDIO DE UNA SUPUESTA
ENFERMEDAD AUTOINMUNE SE SUELE
INICIAR CON LA DETERMINACION DE ANA

DIAGNOSTICO



Algunas maximas
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m Los anticuerpos pueden ser o no
patogénicos, pero...

®E en muchas ocasiones son
marcadores de la enfermedad

Van Miulen et al. Semin Arthritis Rheum 1995



Algunas maximas
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La deteccion de autoanticuerpos es
util :

m En el diagnostico

m La clasificacion

m El prondstico

m La monitorizacion de la
enfermedad

m La instauracidon de un tratamiento



¢CoOmo empezar el estud|o7
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m La realizacion de una IFI, utlllzando
celulas Hep-2 como sustrato, ha

sido el comienzo clasico

e« EXpresa Ag presentes en
Indirect immunofluorescence todas las fases del ciclo
celular, permite identificar
Ac que solo se dirigen
contra Ag humanos

e El sustrato humano
aumenta la sensibilidad,
sobre todo para
centromero, Ro/SSAy
Jo-1:
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Anticuerpos antinucleares

m La presencia de ANA es inespecifica

Shiel WC J Rheumatol 1989; 16: 782

4 LES 18,8%

@ Lupus inducido 10,9%

d Otras autoinmunes 21,7%

m Tiroiditis autoinmune 10,1%
® Enf organoespecificas 5,8%
m Neoplasias 2,9%

m Otras o desconocido 24,3%

m Infecciones 8,3%



Anticuerpos antinucleares

m La IFI nos da mas informacion:

DIAGNOSTICO



Titulacion
m Normalmente se hace en funcion de
la dltima dilucidn a la que son

positivos los ANA.

m Si hay mas de un patron se pueden
dar dos positividades

DIAGNOSTICO



. Se con5|dera dos puntos de corte:

< 1/40 Se considera negativos

Se consideran positivos

>1/40 y <160 débiles. EI_ paciente ,d(_ebe
hacer seguimiento clinico

DIAGNOSTICO

Se consideran positivos y
1/160 Debe proseguirse el estudio

Cada laboratorio deberia establecer su propio punto de corte
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Situaciones que cursan con
ANA(+) en funcion de los titulos

b

1/1280

LES

Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo

Artritis Reumatoide

Esclerodermia

Hepatitis cronica activa

Sindrome de Sjogren

Polimiositis

Neoplasias (linfoma)

VIH

Infecciones bacterianas

Anticoncepcion oral / Beta bloqueantes

1/40

Edad avanzada




Titulo

E

Puede ser negativos por:

1. Ausencia real

2. Anticuerpos contra antigenos
muy solubles (Ro)

DIAGNOSTICO

3. Acs contra Ags citoplasmaticos de
escasa concentracion (Jo-1 y Ro)



Patron

e E| patron de IF solo tiene un valor

orientativo

DIAGNOSTICO

e Se han descrito unos 40 patrones.
e Solo 19 tienen un cuadro clinico

razonablemente asociado



Table 2. Antinuclear antibody patterns and associated

diseases”
Antinuclear
et 1) ti h[[ {I }
pattern Associated antigen Associated disease
8 Homogeneous DNA histone complex SLE, drug-induced lupus,
I: (ribonucleoprotein, other diseases
W nucleosome)
O Peripheralrim DNA. nuclear envelope SLE. autoimmune hepatitis
(ZD antigens
< Speckled smith, RNP, 55-A, 55-B, SLE, MCTD, Sjogren,
E scl-70, centromere, RNA PSS, other diseases
polvmerase II and 111
Nucleolar MNucleolar RNA, RNA Diffuse svstemic sclerosis,
polvmerase | hepatocellular carcinoma
Centromeric  Centromeres Limited cutaneous svstemic
sclerosis

9SLE, systemic lupus ervthematosus; MCTD, mixed connective tissue dis-
ease; PSS, progressive svstemic sclerosis.



Sobre patrones

m Salvo el patron anti-centromero, la
relevancia clinica de los diferentes
patrones es limitada y hace falta un
estudio ulterior para definir la
especificidad antigénica

DIAGNOSTICO



Determinacion de
autoanticuerpos

e

m Con el objetivo de identificar anticuerpos

especificos, se han desarrollado diferentes
tecnicas en las que se utilizan antigenos
recombinantes o altamente purificados

Métodos inmunoquimicos

Métodos inmunomeétricos

DIAGNOSTICO

Inmunoblot
Inmunodot

Inmunofluorescencia indirecta
Fijacion de complemento
Aglutinacion pasiva
Inmunodifusion
Contrainmunoelectrofresis
Inmunoprecipitacion

Cualitativas

Radioinmunoensayo (RIA)
Ensayo inmunoenzimatico
(ELISA)

Fluoroinmunoensayo (FIA)
Inmunoensayo quimioluscente
(CLIA)

Cuantitativas
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Enzyme-Linked
ImmunoabSorvent Assay

oTécnica muy sensible, especifica y
cuantitativa
e Se basa en la union de antigeno

(muy purificados) con un
anticuerpo conjugado a un enzima

e Un sustrato cromodgeno. Produce
color

DIAGNOSTICO



ELISA

Métodos de deteccion de autoanticuerpos | B
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DIAGNOSTICO

B Las técnicas de ELISA pueden usar Ag

altamente purificados para medir
anticuerpos especificos

m O mezclas de Ag nativo (no purificado)
para pruebas de detecciéon de ANA

m Se van a utilizar como cribado de ANA

m Tienen la ventaja de la rapidez pero
deben validarse con muestras de
enfermos bien conocidas.



TRITURUS
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Placa de ELISA
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m Son 96 pocillos
(8x12).

m En los primeros 8:
curva de calibracion y
control alto y control
bajo.

DIAGNOSTICO

m En el resto de pocillos
(80)estan las
muestras



DIAGNOSTICO

Lectura y curvas




Metodos enzimaticos

m Una prueba negativa con ELISA no
implica ANA negativos

m Una prueba positiva, siempre debe
validarse mediante IFI

m Una prueba positiva, con IFI
negativa, se considera un falso
positivo salvo que se encuentre un
anti-Ro o anti-Jol

m Siempre valorar con la clinica

DIAGNOSTICO



Un ejemplo 84 afios

P e b

IgG SUERO 658,00 *mg/dL  (725,00-1900,00)
IgA SUERO 36 * mg/dL (50-340)
IgM SUERO 157 mg/dL (45-280)

DIAGNOSTICO
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DIAGNOSTICO

Un ejemplo 84 afios

BEEEREEEEE IgG SUERO

IgA SUERO

IgM SUERO

FACTOR REUMATOIDE

658,00 *mg/dL (725,00-1900,00)
36 * mg/dL (50-340)
157 mg/dL (45-280)

<9,44 UI/mL (<15,01)

C3 SUERO 110,00 mg/dL (75,00-135,00)
C4 SUERO 1,40 * mg/dL (14,00-60,00)
Cl1 INHIBIDOR 3,04 * mg/dL (16,00-33,00)
Cl INHIBIDOR FUNCIONAL 12,45 * % (>50,00)

Clqg No se detecta

Hereditario Hereditaridl] Adquirido Adquirido
Tipo 1 Tipo 11 Tipo 1 Tipo 11

CH-50 ¥ \

Clqg normal normal

Cc2 ¥ 7

C4 ¥ ¥

C1 inh niveles ¥ ()

C1 inh funcién ¥ J

C1 inh biosintesis ¥ anormal normal normal

Anticuerpos anti-inhibidor de C1 - - - +




Un ejemplo

HOSPITAL SAN CECILIO

AUTOINMUNIDAD

AC. ANTINUCLEAR SCREENING 0.23 [0-1]
AC. ANTI ENAS LA /SSB 4 Uil (0-120]
AC. ANTI ENAS RO /SSA * 273 Ui [0-120]
AC. ANTI ENAS SM 6 Ui (0-120]
AC. ANTI ENAS SM /RNP 11 Uimi [0-120]
AC. ANTI ENAS SCL-70 4 Uil [0-120]
AC. ANTIENAS JO 1 31 Ui (0-120]
AC. ANTI DNA NATIVO 7 Uil [0-120]
AC. ANTI. CENTROMERO B 3 Ui (0-120]
AC. ANA IF! 1/160 GRANULAR

HYSTONAS 49 Ui (0-120]

DIAGNOSTICO



Un ejemplo 84 afios

e IgG SUERO
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IgA SUERO

IgM SUERO

FACTOR REUMATOIDE

658,00 *mg/dL (725,00-1900,00)
36 * mg/dL (50-340)
157 mg/dL (45-280)

<9,44 UI/mL (<15,01)

C3 SUERO 110,00 mg/dL (75,00-135,00)
C4 SUERO 1,40 * mg/dL (14,00-60,00)
C1l INHIBIDOR 3,04 * mg/dL (16,00-33,00)
Cl INHIBIDOR FUNCIONAL 12,45 * % (>50,00)

Clg No se detecta

Hereditario Hereditario Adquirido || Adquirido
Tipo 1 Tipo 11 Tipo 1

CH-50 ¥ \ N

Clq normal normal ¥

Cc2 ¥ 7 ¥

C4 ¥ ¥ ¥

C1 inh niveles ¥ () ¥

C1 inh funcién ¥ J ¥

C1 inh biosintesis ¥ anormal normal normal

Anticuerpos anti-inhibidor de C1 - - - +




Otro ejemplo

HOSPITAL SAN CECILIO

AUTOINMUNIDAD

AC. ANTINUCLEAR SCREENING 525 10-1]
AC. ANTI ENAS LA /SSB 30 Uil 10-120]
AC. ANTI ENAS RO /SSA 15 Uil [0-120]
AC. ANTI ENAS SM 7 Uil [0-120]
AC. ANTI ENAS SM/RNP 13 Uil [0-120]
AC. ANTI ENAS SCL-70 4 Uil [0-120]
AC. ANTI ENAS JO 1 31 Uil [0-120]
AC. ANTI DNA NATIVO 5 Uil [0-120]
AC. ANTI, CENTROMERO B 8 Uil [0-120]
AC. ANA IFl NEGATIVO

"HYSTONAS 3l Uil [0-120]

DIAGNOSTICO



Microscopio fluorescencia




Homogéneo dsDNA




Crithidia luciliae dsDNA




Moteado anti-La/SSB
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Moteado anti-RNP

HEnsnrnineTTETTETTEITT TR




Nucleolar anti Scl-70




Anti Centromero
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Aparato Golgi
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P Ribosomal
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AtheNA Multi-Lyte System

. Basado en tecnologia Luminex

« Es un test multiparameétrico
(multiplex)
e« Combina ELISA —IFI

e Determina varios analitos en un
pocillo

o Cuantitativo con calibracion internas
« Reduce tiempo y volumen



Métodos multiplexados

b

Células HEp-2 en cultivo 8 antigenos recombinantes

y purificados
.|_ ¥ SS-A

> Sm/RNP
» Scl-70
Extracto de antigenos nucleares|© Jo-1
elaborado para recubrir i
una particula (esfera) 0 HiISTONAS
Iyl v dsDNA
O 8 esferas recubiertas
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Métodos multiplexados
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e

el suero del
enfermo

SUero con un suero con dos
anticuerpo anticuerpos



AtheNA: Citometro y laser

TR
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AntI-DNA

N Son un grupo heterogeneo de Igs
con diferentes especificidades

m Los mas sensibles se dirigen contra
el DNA de cadena simple

m Los mas especificos se dirigen
contra el DNA nativo o de doble
cadena

m Son un criterio clasificatorio de
| ES



Anti-DNA

b

m Los niveles de anti-DNA pueden
elevarse semanas antes de un
brote y tiene utilidad su
monitorizacion

PRONOSTICO

m En pacientes poco activos puede
hacer anti-DNA cada 6-12 meses y
en los mas activos cada 6-12
semanas




DIAGNOSTICO

Principales ENAs

EMTC, LES, Sjogren

LES MUY ESPECIFICOS
LES, Sjogren

LES, Sjogren

ES

Sindrome antisintetasa



Sm

m Reconoce proteinas no histonas

unidas a RNA nuclear (snRNA)

DIAGNOSTICO

m SO0Nn poco sensibles, pero muy

especificos del LES

m No se modifican con la actividad



U1l-RNP

m Reconoce proteinas no histonas

unidas a RNA nuclear (snRNA)

DIAGNOSTICO

m Son diagnosticos, cuando aparecen

aislados, y a titulo alto, de EMTC



Antihistonas

m Aparecen en el 95% de los pacientes

con lupus inducidos por farmacos

DIAGNOSTICO

m Tambiéen en el LES no inducido



Anti-Ro/SS-A y anti-La/SS-B

LTy

m Proteinas unidas a RNA nuclear

m Aparecen en el 50% de los pacientes con
LES

+ Asociados a fotosensibilidad, neumopatia
intersticial y vasculitis cutanea

m Aparecen en el 75% de Sjogren 1°
m En el 10-15% del Sjogren asociado

m Se relacionan con el lupus neonatal y
el blogueo cardiaco congénito

DIAGNOSTICO-PRONOSTICO



Topoisomerasa o Scl-70
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m En el 20% de pacientes con ES
m Especificidad del 100%

m Asociados a nheumopatia intersticial
y afectacion cutanea extensa

m Su presencia multiplica x 63 el
riesgo de ES en una persona con
Raynaud

DIAGNOSTICO-PRONOSTICO



Centromero

m Se asocian a ES limitada

m Tienen una sensibilidad baja pero

una especificidad alta (99,9%)

m Tienen utilidad para descartar ES en

DIAGNOSTICO-PRONOSTICO

un paciente con Raynaud



U3-RNP (fibrilarina)

mEn el 12% de ES
m Especificidad alta (96%)

m Asociados a
m HP
m Afectacion intestinal
m Dano renal
= Afectacion cardiaca

DIAGNOSTICO-PRONOSTICO



ANA (+) en paciente
asintomatico

i TTTTITTTGTTIGGTTIGGTTITTGTGIGTGTGDGTGDTYTPYGO DG G GG bGbGgGgygyb GbbGbGbGyGbGgGbGbgGGGyGGTGDGDGHGE

PRONOSTICO




Anticuerpos como
pronostico

m Los anticuerpos pueden preceder
en meses, anos o decadas al
desarrollo de una enfermedad
autoinmune, tanto en enfermedades
organoespecificas como
sistémicas

PRONOSTICO



Autorreactividad benigna

Ruptura leranda ’

Autoanticuerpos patogenicos | —------ . IgGy mutados sométicamente =

maduradon en centro germinal

dsDNA

o~

Deposito tisular deinmunocomplejos

UIRNP

~

Infiltrado celular yrespuestainflamatoria

T~

Destruccion tisular
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Development of Autoantibodies before the
Clinical Onset of Systemic Lupus
Erythematosus

Melissa R. Arbuckle, M.D., Ph.D., Micah T. McClain, Ph.D.,
Mark V. Rubertone, M.D., R. Hal Scofield, M.D., Gregory J. Dennis, M.D.,
Judith A. James, M.D., Ph.D., and John B. Harley, M.D., Ph.D.

M ENGL ] MED 349,16 WWW.NEJM.ORG OCTOBER 16, 2003

m 88% (115/130) al
menos un AAC (+)

hasta 9,4 anos
antes (X:3,3)

m 3,8% del grupo
control

Patients with Positive Test

100

B0+

60—

40+

20+

|
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— AMA Anti-dsDNA
— Anti-Ro — Anti-5m

— Anti-La — Anti-nRMNP
— APL
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ANA (+) en paciente

asintomatico

m En pacientes mayores con titulos bajos
seguramente no tienen ningun valor

m En pacientes jovenes es recomendable
hacer un seguimiento

PRONOSTICO

mE Sm

= Anti-La

m Anti-Ro

s Anticentromero
s Anti-Scl70

s Anti-U1RNP

especifico de LES
S Sjogren

s Sjogren

ES

ES

EMTC
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