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Resumen

Los anticuerpos anti-DFS70 son un subconjunto de anticuerpos antinucleares (ANA) de tipo
natural, que tienden a manifestar un patrén moteado fino denso (DFS) por inmunofluorescencia
indirecta. Su presencia se encuentra mas relacionada en individuos aparentemente sanos que en
pacientes con enfermedad autoinmune. El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia
de anticuerpos anti- DFS70 en pacientes ANA positivo.

El diseno del estudio fue de tipo observacional, descriptivo, transversal y prospectivo. La muestra
estuvo conformada por 96 sueros positivos para la prueba ANA y analizadas por inmunoblot
automatizado en el Laboratorio Clinico Synlab — Jesus Maria entre enero y febrero del 2020. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa de Microsoft Office Excel.

Los resultados obtenidos evidenciaron la presencia del anticuerpo anti-DFS70 en el 28.1 % (n=27)
del total de muestras positivas para ANA. Donde el 21.8% (n=21) correspondia al sexo femenino
y el 6.2% (n=6) al sexo masculino. Entre los multiples patrones ANA, la presencia del anticuerpo
anti-DFS70 fue mas prevalente en el patron homogéneo. Asi mismo, se encontrd al anticuerpo
anti-DFS70 de manera aislada y concomitante a otros anticuerpos en un 37.1% y 629 %
respectivamente. Siendo el autoanticuerpo Nucleosoma el mdas frecuente, seguido de los
autoanticuerpos dsDNA, SS-A y Ro-52.

Se concluye que existe una alta prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en la poblacion estudiada,
siendo mds frecuente en mujeres jovenes y que su presencia puede manifestarse de manera aislada

0 concomitante a otros autoanticuerpos en otros patrones ANA, distintos al DFS.

Palabras clave: Anti-DFS70, Anticuerpos Antinucleares, Enfermedad Autoinmune, Inmunblot

automatizado



Abstract

Anti-DFS70 antibodies are a subset of wild-type antinuclear antibodies (ANA), which must
manifest a dense fine speckled pattern (DFS) by indirect immunofluorescence. Its presence is more
related in apparently healthy individuals than in patients with autoimmune disease. The objective
of this study was to determine the prevalence of anti-DFS70 antibodies in ANA positive patients.
The study design was observational, descriptive, cross-sectional and prospective. The sample
consisted of 96 positive sera for the ANA test and analyzed by automated immunoblot at the
Synlab - Jesus Maria Clinical Laboratory between January and February 2020. The statistical
analysis was performed using the Microsoft Office Excel program.

The results obtained showed the presence of the anti-DFS70 antibody in 28.1% (n = 27) of the
total samples positive for ANA. Where 21.8% (n = 21) corresponds to the female sex and 6.2% (n
= 6) to the male sex. Among the multiple ANA patterns, the presence of the anti-DFS70 antibody
was more prevalent in the homogeneous pattern. Likewise, the anti-DFS70 antibody was found in
isolation and concomitantly with other antibodies in 37.1% and 62.9% respectively. The
Nucleosome autoantibody being the most common, followed by dsDNA, SS-A and Ro-52
autoantibodies

It is concluded that there is a high prevalence of anti-DFS70 antibodies in the population studied,
being more frequent in young women and that their presence can manifest itself in isolation or

concomitant with other autoantibodies in other ANA patterns, different from DFS.

Keywords: Anti-DFS70, Antinuclear Antibodies, Autoimmune Disease, Automated Immunblot



I. INTRODUCCION

Las pruebas de deteccion de autoanticuerpos contra estructuras nucleares y citoplasmaticas son
ampliamente utilizadas en los laboratorios clinicos para apoyar al diagndstico de enfermedades
reumadticas autoinmunes sistémicas (ERAS). Cominmente, estos anticuerpos antinucleares (ANA)
son detectados por el método de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en sustratos de células HEp-
2, personalizando multiples patrones que son indicativos de autoanticuerpos especificos y de
enfermedades asociadas.

Entre estos patrones, encontramos al patrén moteado fino denso (DFS); que se observa con
frecuencia en los exdmenes ANA de rutina y es causado principalmente por autoanticuerpos que
reconocen una proteina moteada fina densa de 70 kDa (DFS70), también conocida como factor de
crecimiento derivado del epitelio del lente p75 (LEDGFp75).

En los laboratorios de diagndstico, la presencia de estos autoanticuerpos en pacientes ANA
positivo se limitan a una apreciacion generalizada y muchas veces suelen confundirse con patrones
similares, tales como el homogéneo y el moteado, que son caracteristicos de ERAS.

El interés por corroborar la presencia de estos autoanticuerpos anti- DFS70 por un método
especifico en los casos que se observe un patron de tincion DFS o similares durante las pruebas
ANA -IFI de rutina surge de estudios que evidencian que estos autoanticuerpos se encuentran con
mayor frecuencia en individuos sanos en comparacion con pacientes afectados por ERAS.
Ademas, cuando se identifican como tnicos autoanticuerpos responsables de una prueba positiva
para ANA, pueden ayudar a excluir el diagnostico de ERAS, dado que un estudio de seguimiento
clinico en individuos positivos para anticuerpos anti-DFS70 demostr6 que ninguno de ellos

manifesté un diagndstico clinico de ERAS durante un periodo de 4 afios.



Aunque este enfoque cldsico de doble paso implica un tiempo de respuesta prolongado y costos
adicionales para el informe final de laboratorio, permite ampliar la busqueda de autoanticuerpos y
mejorar el diagndstico definitivo de los pacientes con sospecha clinica de enfermedad autoinmune.

El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en una
serie consecutiva de muestras séricas positivas para ANA con la finalidad de: (a) definir la
prevalencia de anticuerpos anti — DFS70 con respecto al sexo y el grupo etario; (b) verificar en
qué patrones ANA -IFI, distintos al DFS, puede identificarse la presencia de anticuerpos anti-
DFS70; (c) delimitar que porcentaje de anticuerpos anti — DFS70 pueden encontrarse de manera
aislada y (d) determinar que otros autoanticuerpos se pueden encontrar concomitante a los
anticuerpos anti — DFS70.

1.1 Descripcion y formulacion del problema

Una de las caracteristicas irrefutables de las enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas
(ERAS) es la produccion aberrante de autoanticuerpos contra diferentes componentes nucleares y
citoplasmaéticos. A pesar de los avances metodoldgicos que existen para la determinacién de estos
autoanticuerpos, la inmunofluorescencia indirecta (IFI) sigue siendo el método més utilizado y
considerado como la prueba “gold estandar” para la deteccién de anticuerpos antinucleares
(ANA). No obstante, atin esta prueba, tiene varias limitaciones, incluida su especificidad causada
basicamente por la aparicion de resultados positivos en individuos no afectados por ERAS y en
sujetos aparentemente sanos. Este es el caso de los autoanticuerpos dirigidos contra el antigeno 70
densamente moteado (DFS). (Infantino et al., 2019)

El antigeno denso moteado 70 (DFS70) (también conocido como factor de crecimiento derivado
del epitelio del lente 75 - LEDGFp75) es una proteina de union al ADN altamente conservado, que

contribuye a la proteccion celular contra el dafio oxidativo del ADN. La proteina estd presente en
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los niicleos celulares de todos los 6rganos y tejidos y puede ser alterado o sobre-expresado durante
la inflamacién, estimulando asi la respuesta de autoanticuerpos. (Ochs et al., 2016)

Dentro de las pruebas ANA -IFI de rutina, estos autoanticuerpos generan un patrén de tincion
DFS comiinmente detectado dentro de los laboratorios clinicos y se define como puntos finos y
heterogéneos distribuidos por todo el niicleo interfdsico y uniformemente en la placa metafésica
cromosémica. (Lépez Sanudo et al., 2015)

Aunque la importancia clinica de los anticuerpos anti-DFS70 atin no estd clara, recientes
estudios reconocen con mayor frecuencia al patrén DFS y/ o anti-DFS70 en pacientes con diversas
afecciones inflamatorias crénicas e individuos aparentemente sanos, en comparacion con pacientes
con enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas. Por lo tanto, ante la presencia de este tipo
de patréon o similares en las pruebas ANA-IFI de rutina, es importante la confirmacion de estos
autoanticuerpos por medio de métodos disefiados especificamente para anticuerpos anti-DFS70.
(Kang et al., 2019)

Ademas de la posible asociacion de los anticuerpos anti-DFS70 con enfermedades especificas
o condiciones clinicas, el reconocimiento adecuado del patrén de tinciéon DFES vy, por lo tanto, de
los anticuerpos anti-DFS70, es importante para evitar errores en la interpretacion rutinaria de la
prueba ANA. Dado que la positividad ANA, sin ninguna especificacion adicional del patron,
pueden ocasionar un error en su interpretacion clinica, conllevando a diagndsticos erréneos,
andlisis innecesarios y mayores costos en posibles sobretratamientos para los pacientes. (Bizzaro
et al., 2016)

Por esta razon, multiples estudios debaten la inclusion y confirmacién de estos autoanticuerpos
en los algoritmos ANA de rutina, dado que cada vez se consideran mas como un potencial

biomarcador para diferenciar a individuos aparentemente sanos con ANA positivo y pacientes con
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ERAS, puesto que ambas poblaciones muestran un amplio rango en la prevalencia de estos
autoanticuerpos que van desde 0-21.6% y 0-7.1% respectivamente. Las razones subyacentes de
esta variabilidad ain no estdn definidas, pero pueden incluir el factor demogrifico, racial
(genético), intervenciones terapéuticas (es decir, corticosteroides, inmunosupresién), y / o
tecnologias utilizadas para detectar el autoanticuerpo. Por lo tanto, los anticuerpos anti-DFS70
podrian contribuir a una mejor interpretacion de los casos sospechosos de enfermedad autoinmune
donde el cuadro clinico es inespecifico. (Infantino et al., 2019)

1.1.1. Pregunta general

= ;Cudl es la prevalencia de anticuerpos anti — DFS70 en pacientes ANA positivo en un

laboratorio privado — Lima 20207

1.1.2. Pregunta especifica
= ;Cudl es la prevalencia de anticuerpos anti — DFS70 con respecto al sexo y grupo etario?
= ;Cudl es la frecuencia de los anticuerpos anti — DFS70 en los diferentes patrones ANA-
IFI, distintos al DFS?
= ;Cudl es la prevalencia de los anticuerpos anti — DFS70 aislado?
= ;Cudl es la prevalencia de los anticuerpos anti — DFS70 concomitantes a otros
autoanticuerpos?
1.2 Antecedentes
Sener & Afsar (2015) evaluaron la frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 en una cohorte
de pacientes sometidos a pruebas ANA de rutina. El estudio incluyo 5800 muestras de suero,
los cuales 22.4 % (n=1302) fueron positivos para ANA-IFI. La prevalencia de anticuerpos

anti-DFS70 fue del 1.2 % para el total de resultados positivos para ANA. El 68.7% (n=11)
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representd a las mujeres y el 31.3% (n=5) a los hombres. La presencia de anticuerpos anti-
DFS70 no se observé en ningiin paciente con enfermedad autoinmune.

Viézquez-Del Mercado et al. (2017) determinaron la frecuencia de anticuerpos anti-DFS70
en pacientes hispano-mexicanos. El estudio comprendié de 171 muestras de suero analizadas
por el método ANA-IFI, donde se incluyé 71 pacientes con dermatomiositis (DM), 30
pacientes con obesidad (OB), 47 pacientes con artritis reumatoide (AR) y 23 personas sanas.
El 36.7 % (n=63) present6 el patréon moteado nuclear fino (NFS), el 5.6 % (n=9) el patrén
moteado fino denso, el 18.1% (n=31) otros patrones ANA y el 39.6% (n=68) result6 negativo.
Se observo una baja frecuencia del patron DFS en los tres grupos de enfermedades evaluados
(1,4% en DM, 4,3% en AR, 6,7% en OB) pero mayor en pacientes sanos con un 17,4%. Todos
los sueros fueron analizados para la deteccion de autoanticuerpos anti-DFS70 por el método
de ELISA. La prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 fue del 9.7% (n=10) para el total de
resultados positivos para ANA. El 90% (n=9) incluia al patrén DFS y el 10 % (n=1) al patrén
homogéneo. La alta prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 correspondia a pacientes sanos,
en comparacion de pacientes con enfermedades reuméticas.

Aleksandrova etal. (2017) evaluaron la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en
pacientes con enfermedad autoinmune y pacientes aparentemente sanos. Se evalu6 un total
de 57 muestras séricas que provenian de 45 personas sanas y 12 pacientes con LES, los cuales
fueron analizados mediante la técnica IFI con una mezcla de células HEp-2 estdndar y células
DFS70-KO HEp-2 para determinar la presencia de anticuerpos ANA clésicos y anti-DFS70
respectivamente. El 33.3% (n=19) presenté patrones ANA-IFI clasicos (homogéneos,
moteado, mixto y DFS), donde 7 correspondia a personas sanas y 12 a pacientes con LES.

La prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 fue del 21.0% (n=4) para el total de muestra ANA
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positivas. Todos los anticuerpos positivos para anti-DFS70 resultaron aislados de suero de
pacientes sanos. La deteccién de anticuerpos anti-DFS70 aislados puede considerarse como
criterio de exclusion para el diagnéstico de enfermedad autoinmune.

Lucas et al. (2018) determinaron la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes
con ANA positivo sospechosos de tener ERAS. Se seleccioné un total de 211 muestras de
suero positivas para ANA basadas en la técnica automatizada ANA HEp-2 IF] y la técnica de
inmunoensayo enzimatico (EIA). Todas las muestras se analizaron por quimioluminiscencia
(DFS70-CLIA) para confirmar la presencia de anticuerpos anti-DFS70 en conjunto con una
prueba panel ENA de cribado. Entre las 211 muestras positivas para ANA, 102 pertenecian a
pacientes con diagnostico de ERAS y 109 a pacientes sin clinica de ERAS. La prevalencia de
anticuerpos anti-DFS70 fue de 3.7% (n=8). 7/109 (6.4%) muestras pertenecian a pacientes
sin ERAS y 1/102 (0.98 %) a los pacientes con ERAS. La prevalencia de anti-DFS70 fue
significativamente mayor en pacientes sin ERAS en comparacion con pacientes con ERAS.
La prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en los diferentes patrones ANA-IFI fue del 50 %
(n=4) para el patron homogéneo, 25% (n=2) para el patron centromero, 12.5% (n=1) para el
patron moteado y 12.5 % (n=1) para el patron mixto homogéneo / centromero. La prevalencia
de anticuerpos anti-DFS70 aislado fue de 62.5 % (n=5). Otros ANA especificos detectados
fueron anticuerpos contra Scl-70, SSA, entre otros; sin embargo, ninguno de estos pacientes
presentd una condicion clinica de ERAS. Por lo tanto, la presencia aislada de anticuerpos
anti-DFS70 en pacientes con ANA-positivo hace que el diagndstico de ERAS sea altamente
improbable, particularmente cuando tampoco se encuentran autoanticuerpos concomitantes

en la prueba de ENA.
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Fabian & Fernadndez (2017) determinaron la prevalencia de anticuerpos antinucleares en
individuos aparentemente sanos. Incluyeron 150 donantes de sangre del Servicio de Banco
de Sangre del Hospital Nacional Dos de Mayo en la ciudad de Lima-Perd. La deteccién de
anticuerpos antinucleares se realizé mediante inmunofluorescencia indirecta en células HEp-
2. Laprevalencia de anticuerpos antinucleares fue de 10.7% (n=16%). La frecuencia aument6
con la edad y fue mayor en mujeres que en hombres (12.3% frente a 9% respectivamente).
Los patrones més prevalentes fueron el moteado fino 31.3% (n=5) y moteado fino denso 25%
(n=4). La prevalencia de anticuerpos anti- DFS70 fue del 2.6% del 25% para los resultados
positivos a para ANA. Los patrones DFS y moteado fino son los que se hallan de manera
predominante en personas sin ninguna evidencia de enfermedad autoinmune. Adicionalmente
cuando se combina la informacion del patron de fluorescencia y el titulo, se observa que para
el patron moteado fino la asociacion a la ausencia de enfermedades autoinmunes fue para
titulos bajos, lo que no ocurre para el patron moteado fino denso, que mostré titulos bajos
medios y altos. Por lo tanto, el patron DFS70 cobra especial relevancia, ya que puede
encontrarse en titulos altos en personas sin evidencia de enfermedad autoinmune, lo que
podria inducir a una inadecuada interpretacion en médicos que no estén familiarizados con

este patron.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar la prevalencia de anticuerpos anti — DFS70 en pacientes ANA positivo en un

laboratorio privado — Lima 2020.



15

1.3.2 Objetivos Especificos
= Determinar la prevalencia de anticuerpos anti — DFS70 con respecto al sexo y el grupo
etario.
= [Establecer la frecuencia de los anticuerpos anti — DFS70 en los diferentes patrones ANA-
IF1, distintos al DFS.
= Delimitar la prevalencia de los anticuerpos anti — DFS70 aislado.
= Definir la prevalencia de los anticuerpos anti- DFS70 concomitantes a otros
autoanticuerpos.
1.4 Justificacion

La cuidadosa interpretacion de los patrones ANA desempeiia un papel clave en la valorizacion
de los resultados. Diversos estudios informan que existen hasta un 20% de resultados positivos
para ANA IFI en muestras séricas y la mayoria de ellos se debe a la presencia de anticuerpos anti-
DFES70.

En la actualidad, el reconocimiento adecuado del patron de tinciéon DFES y, por lo tanto, de los
anticuerpos anti-DFS70, continua siendo un gran desafio dentro de los laboratorios clinicos y su
confirmacion cobra especial relevancia, ya que se puede encontrarse en mayor proporciéon en
individuos aparentemente sanos en comparacion con pacientes con enfermedad autoinmune, mas
aun cuando se encuentran de manera monoespecifica. Por lo tanto, ratificar la presencia de estos
autoanticuerpos dentro de las pruebas ANA-IFI de rutina, contribuiria a mejorar el enfoque
diagnéstico de los pacientes con sospecha clinica de enfermedad autoinmune.

La informacion sobre la prevalencia de estos autoanticuerpos en pacientes sospechosos de
enfermedad autoinmune sigue siendo limitada, por lo tanto, convalidar la presencia de los

anticuerpos anti -DFS70 dentro de las pruebas ANA de rutina, mejoria ampliar el panorama sobre
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la busqueda de autoanticuerpos y contribuiria a resolver los posibles casos positivos inexplicables
para ANA, asi se evitaria los errores constantes en la interpretacion clinica, que conllevan a
diagndsticos erréneos, exdmenes innecesarios e inapropiados tratamientos prolongados.
1.5 Hipotesis

Estimamos una prevalencia de 10 % para la deteccion de anticuerpos anti — DFS70 en

pacientes sometidos ANA positivo.
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II. Marco tedrico

2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1 Sistema inmune

El sistema inmune tiene la capacidad de producir una gran cantidad de proteinas llamadas
anticuerpos. Estos anticuerpos forman parte de los leucocitos (glébulos blancos) y tienen la
capacidad de vigilar y combatir los agentes infecciosos (gérmenes) que hay en nuestro organismo.
Al momento que un anticuerpo examina proteinas extrafias de un espécimen infeccioso, incorpora
a otras inmunoglobulinas y permiten rectificar la infeccién. Esta cascada de defensa es conocida
como inflamacién. Cuando estos anticuerpos fallan e identifican como extrafias a proteinas propias
(o de origen natural), se les denomina autoanticuerpos. Estos autoanticuerpos comienzan la
cascada de la inflamacion y hacen que el cuerpo se agreda a si mismo. A menudo, reaccionan
contra proteinas “normales” del nucleo y, por ende, lleva el nombre de anticuerpos antinucleares
(ANA, por sus siglas en inglés). La mayoria de los individuos tenemos estos autoanticuerpos en
bajas cantidades, pero cudndo esté excede en su numero, puede desencadenar algin tipo de
enfermedad autoinmune. (Suleman Bhana, MD, 2019)

2.1.2 Anticuerpos Antinucleares (ANA)

2.1.2.1 Definicion e Historia:

Los anticuerpos antinucleares son inmunoglobulinas que poseen reactividad contra antigenos
del nucleo de las células de muchos tejidos y 6rganos y, por ende, se asocian mds frecuentemente
con enfermedades de caracter sistémico. En el nicleo celular, se encuentran los acidos nucleicos
asociados a proteinas formando un complejo llamado cromatina. Estos representan uno de los

principales blancos de la respuesta autoinmune en diversas enfermedades sistémicas. Entre la
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variedad de anticuerpos que reaccionan contra diferentes componentes de esta estructura tenemos;
el anti-DNA, anti-centrémero, anti-histonas, anti RNP, anti-Sm, anti-SS-B/La, anti-SS-A/Ro y anti
Scl-70. Por otro lado, los nucleolos representan las estructuras mds grandes y complejas de
ribonucleoproteinas dentro del nicleo celular, en ellos se encuentran cientos de polipéptidos y
pequeiias proteinas acopladas al RNA, especialmente los de la denominada serie U y el antigeno
Ro, que también son blanco de estos autoanticuerpos. En conjunto a estas particulas se les llama
ribonucleoproteinas nucleares pequefias (snRNPs) y cuando estdin en el citoplasma,
ribonucleoproteinas citoplasmicas pequefias (SCRNPs). Algunos antigenos que reaccionan con los
anticuerpos antinucleares pueden extraerse de las células usando solucion salina, a éstos se les
llama antigenos extractables del nicleo o ENA y a los anticuerpos correspondientes, anti-ENA.
Dentro de las principales se observan los anti RNP, anti Sm, anti SS-A/Ro, anti SS-B/La y anti
Scl-70, los cuales se pueden detectar en conjunto o individualmente. (Javier-Zepeda, 2002)

En 1948, Hargraves y colaboradores, evidenciaron una célula desconocida y después
denominada célula LE (de lupus eritematoso) en la médula 6sea de una paciente con lupus
eritematoso sistémico. La deteccion de las células LE fue durante mucho tiempo una prueba
utilizada para confirmar el diagnostico de LES. Sin embargo, afios después se demostrd su baja
especificidad, ya que pueden estar presentes en pacientes con sindrome de Sjogren (15-20%),
cirrosis pancredtica (33%), artritis reumatoide (25%), hepatitis crénica activa (50-70%) y en otras
enfermedades (1-2% purpura trombocitopenia idiopatica y miastenia gravis). En 1959, Holman
revel6 que el fendmeno de las células LE se debia a la presencia de anticuerpos que reconocen
antigenos nucleares. Lo anterior llevé al desarrollo de nuevos procedimientos como la
hemoaglutinacion, la fijacion de complemento, la inmunodifusion (doble difusién radial y

contrainmunoelectroforesis), etc. y de técnicas de microscopia, empleando anticuerpos conjugados
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con moléculas fluorescentes (inmunofluorescencia indirecta [IFI]) que aumentaron la sensibilidad
y especificidad para la deteccidon. Actualmente, la técnica mds utilizada para la deteccion de los
ANA es la IFL, la cual fue desarrollada por Conns en 1950 y, posteriormente, modificada por Tan
en 1966, que empleaba como sustratos cortes de rifién o higado de ratén. Diez afios mds tarde, se
publicaria los resultados de la estandarizacion del IFI para la deteccion de los ANA en pacientes
con padecimientos reumaticos. (Cabiedes & Nifiez-Alvarez, 2010)

2.1.2.2 Clasificacion

Los ANA constituyen un extenso grupo de autoanticuerpos conformados por inmunoglobulinas
capaces de interactuar con moléculas gigantes integradas en el nucleo, asi como algunos
componentes citoplasmaticos. Dentro de su clasificacion, encontramos 3 subtipos presentes en
circulacion sistémica a distintos titulos. En la poblacion general, se encuentran los ANA naturales
con titulos bajos (producidos principalmente por linfocitos B), sin conocerse hasta el momento el
estimulo antigénico especifico que origina su sintesis, se caracterizan por su polirreactividad, baja
avidez y su falta de asociacion directa con manifestaciones clinicas de enfermedad autoinmune.
Un segundo grupo de ANA, los cuales se relacionan basicamente con procesos infecciosos,
presenta alta avidez, titulos bajos cuando desaparece el estimulo antigénico externo y una nula
relacion con manifestaciones clinicas de enfermedad autoinmune. Por ultimo, esté el grupo de los
ANA presentes en patologias autoinmunes, que son de origen multifactorial y se pueden ligar a
pérdida de la tolerancia inmune, predisposicién genética, cambios epigenéticos, a cambios
hormonales, interaccidén con el medio ambiente, entre otros factores. Estos ultimos se caracterizan
por alta avidez al antigeno usado como sustrato, titulos que fluctian a lo largo del curso de la

enfermedad y pueden asociarse a manifestaciones clinicas autoinmunes. (Aragon et al., 2018)
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2.1.2.3 Métodos de Deteccion

2.1.2.3.1 Inmunofluorescencia (IFI)

En 1957, es anunciado el método de la inmunofluorescencia indirecta (IFI) como el método
selectivo para el rastreo inicial de anticuerpos antinucleares en pacientes con lupus eritromatoso
sistémico (LES) y otras enfermedades del tejido conectivo. La técnica de IFI, consiste en la
asociacion de los anticuerpos antinucleares presentes en el suero del paciente, con varios sustratos
celulares fijados en ldminas que contienen los antigenos nucleares y citoplasmadticos. Estos
anticuerpos reconocen antigenos localizados en el nucleo, en el citoplasma o en las membranas
celulares, ademds de proteinas nucleares no histonas y anticuerpos Organo-especificos.
Actualmente, los substratos utilizados para la deteccion de posibles autoanticuerpos presentes en
el suero pertenecen a lineas celulares provenientes de tumores humanos como la Hep-2 (carcinoma
de laringe humano). La tincion fluorescente de los cromosomas en estas células indica la presencia
fiable de autoanticuerpos con afinidad a diversos antigenos y explican los diversos patrones de
inmunofluorescencia presentes en el nicleo. Este método posee una elevada sensibilidad y es
considerada la prueba “gold estindar” para el diagndstico inmunolégico de enfermedades
autoinmunes, sin embargo, es importante confirmar la especificidad de los autoanticuerpos
detectados mediante pruebas de ELISA, Inmunoblot u otras técnicas con sensibilidad y
especificidad similares o mayores. (Carpinelli et al., 2010)

2.1.2.3.2 ELISA

Actualmente, existe un par de métodos ELISA utilizados para la determinacion de ANA. Uno
se llama ensayo genérico, que detecta todos los ANA de gran especificidad similar al ANA - IFI
y el otro, un ensayo especifico de antigeno que detecta solo un autoantigeno de ANA, es decir,

dsDNA, Sm, SS-B / La, Sm / RNP, SS-A / Ro, Scl-70, etc. En el ensayo especifico de antigeno,
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las placas de microtitulacién se recubren con diversos antigenos, generalmente una mezcla de SSB
/ La, U1-RNP, SSA / Ro y Sm, con muchos otros que incluyen al Jo-1 y el Scl-70. Esta nueva
prueba es altamente sensible y especifica, y disminuye sustancialmente el tiempo cuando involucra
grandes cantidades de muestras de pacientes. La prueba es sencilla de realizar, puede automatizarse
y no requiere de operadores altamente capacitados para el reconocimiento de patrones. Por esta
razon, ELISA se esta convirtiendo en el método mads utilizado, no solo para tamizaje, sino también
para la detecciéon de ANA especificos. En un estudio reciente, el desempeio de la prueba ELISA
se compard con la prueba "gold standar” ANA-IFI. La coincidencia de los resultados entre las
pruebas ELISA y ANA — IFI para un suero positivo para ANA fue del 87% al 95%. Sin embargo,
el problema de los resultados falsos positivos en ELISA todavia estdi muy extendido.
Probablemente sea el resultado de la preparacion exhaustosa de los antigenos. Del mismo modo,
se ha descubierto que las técnicas ELISA pierden un ANA positivo de bajo titulo, por lo tanto, es
sugerible utilizar estas pruebas en caso de sueros con titulos intermedios o altos. (Kumar et.al,
2009)

2.1.2.3.3 Western Blot

La inmunotransferencia (western blot) es un método sensible y rapido que se introdujo en la
década de 1980 y ha sido util para refinar nuestra comprension del espectro de ANA. En este
método, primero los antigenos nucleares y citoplasmaticos se separan de acuerdo a su peso
molecular mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y luego se transfieren a una membrana
o tiras. Las tiras que contienen los antigenos se incuban con muestras de suero pre-diluidas. Si los
autoanticuerpos estin presentes en la muestra, se unirdn a los antigenos trazados por anticuerpos

anti-IgG-humanos conjugados con fosfatasa alcalina y aparecerdn como bandas tefiidas de azul.
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Esta técnica es facil de usar, requiere menos tiempo de procesamiento y es comparable a ELISA
en sensibilidad y especificidad. (Kumar et al., 2009)
2.1.2.4 Patrones de Inmunofluorescencia

Una de las caracteristicas principales de la inmunofluorescencia es que permite identificar
multiples patrones convencionales dentro de sus células, permitiendo evaluar el comportamiento
de los autoanticuerpos y asociarlos a la interpretacion clinica. Existen aproximadamente mas de
35 patrones inmunolégicos fluorescentes y dentro los patrones méds comunes tenemos: 1) el patrén
homogéneo o difuso, en el que se aprecia una tincion homogénea en el nicleo de la célula; cuando
este patron se manifiesta, se debe a la presencia global de anticuerpos contra histonas o las
desoxiribonucleoproteinas; 2) el patron periférico, se caracteriza por una tincion regular alrededor
del nucleo y el centro es menos tefiido en comparacion con la periferia; este patron indica, por lo
general, la presencia de anticuerpos anti-DNA de doble cadena, presente basicamente en pacientes
con enfermedad de LES; 3) el patron moteado es el mas comun y existen 2 tipos, el patron moteado
grueso y el patron moteado fino, su presencia refleja la existencia de anticuerpos contra antigenos
extractables del nucleo (anti-ENA); 4) el patréon nucleolar, tifie profundamente los nucléolos
celulares y evidencia la presencia de anticuerpos contra los componentes del nucléolo; los posibles
antigenos a tener en cuenta son: las ARN polimerasa LILIII y los Scl-70. Este patron tiene
relevancia clinica ya que se encuentran frecuentemente en formas difusas de escleroderma y
pacientes con compromiso pulmonar - renal; 5) el patrén citoplasmatico, que indica la presencia
de anticuerpos contra componentes del citoplasma como lo son las mitocondrias, los ribosomas y
las proteinas del citoesqueleto. Y, por ultimo, 6) el patron centromérico que se asocia
principalmente a la forma de esclerodermia limitada conocida como enfermedad de Crohn.

(Mendez-Rayo et al., 2018)
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2.1.2.5 Interpretacion y relevancia clinica

Los ANA son autoanticuerpos que pueden estar presentes en la circulacion de todos los
individuos, pero sélo se detectan mediante técnicas disponibles, cuando su concentracion
sobrepasa el valor sérico normal. Puede que incluso sean fisioldgicos e intervengan en un
mecanismo normal del organismo para eliminar detritus celulares. Por lo tanto, es necesario
advertir que la presencia aislada de ANA, sin manifestaciones clinicas acompafantes, no puede
utilizarse como prueba diagndstica: sélo indica que debe realizarse un seguimiento clinico a los
pacientes. La técnica ANA por IFI tiene una valoracion importante dentro de su interpretacion, ya
que se examina el patron de fluorescencia y el titulo de la ultima dilucidn obtenida. La magnitud
del titulo es notable, ya que los ANA pueden ser positivos en muchas enfermedades y, como ya es
mencionado, puede hasta estar presente en individuos sanos. Los pacientes con enfermedades del
tejido conjuntivo tienen, constantemente, titulos altos, mientras que en los individuos sanos los
titulos son relativamente bajos; las cantidades intermedias pueden detectarse en ancianos,
embarazadas, pacientes con conectivopatias, infecciones cronicas, neoplasias, e incluso,
individuos sanos. El umbral a partir del cual se considera que la reaccién es positiva no estd
predeterminado, pero se considera significativo titulos de 1:80 o mayores (o menores si se
determina una especificidad por técnicas mas sensibles). La prevalencia de ANA positivos en
personas sanas depende de la edad y el sexo: mujeres por encima de los 65 afios tienen con mayor
frecuencia ANA positivos; en este grupo también es importante el titulo: en el 20 % de las personas
sanas alcanza 1:40 y en un 5 % puede ser de 1:160 o mas. En cualquier caso, cifras por encima de
1:160 o 1:320 apuntan a enfermedad del tejido conjuntivo, sin embargo, la presencia de estos
titulos, o incluso superiores, pueden observarse en alguna ocasion en individuos sanos. En esta

circunstancia, y en multiples enfermedades, la interpretacion de los ANA positivos, debe llevarse
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a cabo con prudencia y siempre considerarlo como un pardmetro mds del cuadro clinico. La
solicitud de la prueba ANA se debe sustentar en una razonable sospecha clinica basada en la
sintomatologia y los datos clinicos del laboratorio. Los ANA no pueden usarse como prueba de
tamizaje de conectivopatias en pacientes con poca sintomatologia, ya que no constituyen un
elemento decisivo para el diagndstico, sin embargo, si las manifestaciones clinicas apuntan a una
determinada enfermedad autoinmune del tejido conjuntivo, los ANA acreditan la probabilidad de
tenerla. (Fernandez Mesa et al., 2016)

Independientemente de la prueba utilizada, se deben conocer dos aspectos importantes en la
interpretacion de los ANA. En primer lugar, una prueba positiva, no especifica un tipo
caracteristico de enfermedad autoinmune debido a que la gran mayoria presenta titulos altos. Tal
es el caso de pacientes con LES donde se han encontrado ANA positivos entre 90 a 100%, en
pacientes con artritis reumatoidea 45%, en esclerosis sistémica progresiva entre 50 a 75%, en
sindrome de Sjogren hasta un 55%, en miopatias inflamatorias de 25 a 75%, en enfermedad mixta
del tejido conectivo entre 95 a 100% y en lupus inducido por drogas alrededor del 100%. Un
segundo aspecto relevante en la prictica clinica es la frecuencia de positividad en individuos
aparentemente sanos, especialmente en pacientes geriatricos. Dependiendo del sustrato tisular
utilizado se encontraran titulos positivos, en mayor o menor grado, en la poblacion normal: con
los cortes de higado o rifién de raton los titulos positivos en individuos sanos varian entre 5 a 10%
a una dilucion de 1/20; con cultivos de lineas celulares (HEp-2) son positivos de 10 a 15% a una
dilucién 1/40, donde solamente el 1% de éstos seran del orden de 1/320. Cerca de un 5% de
individuos normales tendrdn ANA positivos a titulos bajos. En tales casos los titulos son hasta de

1/320 y el patrén de fluorescencia usualmente homogéneo. (Chalem & Chalem, 1995)
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2.1.3. Anticuerpos anti-DSF70

2.1.3.1 Definicion e Historia:

El autoantigeno DFS70, también denominado puntos finos y densos 70 kDa / coactivador de la
transcripcién p75 / factor de crecimiento derivado del epitelio de la lente (LEDGF) es una proteina
que ejerce diversas funciones fisioldgicas, que incluyen promover la proliferacion celular, servir
como cofactor de activacion transcripcional y proporcionar resistencia al estrés celular. Esta
proteina estd presente en varias lineas y tejidos humanos, y suele sobre-expresarse durante la
inflacion, estimulando asi la produccién de autoanticuerpos. (Okamoto, 2004)

Estos anticuerpos generan un patron tipico de tincion por inmunofluorescencia indirecta (IFI),
denominado DFS, que se define como una fina fluorescencia de motas finas distribuido
uniformemente en todo el nucleo interfasico y en la placa metafasica cromosdmica. Con
frecuencia, estos autoanticuerpos pueden encontrarse en diferentes condiciones inflamatorias, en
individuos con ANA positivo sin evidencia de enfermedad reumatica autoinmune e individuos
aparentemente sanos. (Fabris et al., 2014)

Este patron es observado con frecuencia en los diagnosticos de rutina, pero hasta 1994 se
describié como un patrén separado asociado a un anticuerpo relacionado con la cistitis intersticial.
Posteriormente se habria asociado con otras enfermedades, como eczema atdpico, enfermedades
oculares, tiroiditis, cancer de prdstata, etc. Sin embargo, el hallazgo mas importante de este
autoanticuerpo es su presencia significativa en individuos sanos, donde se han obtenido
prevalencias que varian desde el 2% al 21% dependiendo de la poblacién estudiada. Ademads, su
presencia se encuentra en menor frecuencia en pacientes con ERAS, incluido LES, esclerodermia
y hepatitis autoinmune, lo que lleva a sugerir su presencia como un marcador predictivo negativo.

En un estudio con pacientes DFS70 positivos que fueron seguidos durante 4 afios, confirmaron su
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relacion con la ausencia de enfermedad autoinmune. La importancia clinica de este autoanticuerpo
al descartar pacientes con ERAS condujo a realizar un consenso ANA en Brasil del 2014,
describiendo tres patrones homogéneos separados que necesitaban ser reconocido por los
laboratorios que informan ANA por inmunofluorescencia indirecta. Ademas del ANA clasico, que
se ve como una tincién difusa en los nidcleos interfasicos y una tincién homogénea de la banda
cromdtica en las células mitdticas, también se describieron otros dos patrones, el patrén cuasi
homogéneo que muestra un patrén moteado fino en las células interfdsicas pero una tincién
homogénea de cromatina en las células en division, y un patrén DFS, que es una mancha fina densa
moteada observada en tanto las células de interfase como la cromatina en las células metafésicas.
Sin embargo, se hizo evidente que el informe del anticuerpo anti- DFES70 por inmunofluorescencia
indirecta no es lo suficiente robusto y, por lo tanto, debe realizarse una segunda prueba de fase
sOlida para su confirmacién, como es la norma para todos los otros autoanticuerpos especificos de
la enfermedad. La principal implicancia de su recomendacion es que el clinico solicitante necesita
ser consciente de que puede haber més de un patrén de tincion homogénea. Por lo tanto, cuando
se observé un informe de ANA homogéneo o patrén moteado con titulos moderados o altos y
anticuerpos anti- ENA y anti- dsDNA negativos, valdria la pena solicitar un anticuerpo anti-DFS70
especifico, utilizando un ensayo de inmunoadsorcion u otro método de fase sélida para su
confirmacion. (Hissaria et al., 2019)

2.1.3.2 Métodos de Deteccion de anti-DFS70

Los anticuerpos anti-DFS70 pueden detectarse mediante diferentes técnicas en las que se
destacan la inmunofluorescencia indirecta (IFI), el inmunoblot, el andlisis por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), y la quimioluminiscencia (CLIA). En los ultimos afos se ha

implementado una nueva técnica de inmunoadsorcion, en la cual las muestras séricas de los
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pacientes se diluyen con un tampdn que contiene el antigeno DFS70 recombinante, de modo que
los posibles anticuerpos son inmunoadsorbidos antes de que las muestras se depositen en los
pocillos de células Hep-2, generando una fluorescencia negativa en presencia de anti-DFS70 vy,
por lo tanto, no afecten el patron resultante. (Shovman et al., 2018)

Actualmente, el Consenso Internacional sobre patrones ANA (ICAP) ha incorporado al patrén
DFS dentro del algoritmo de clasificacién como el patrén AC-2. Una caracteristica sorprendente
del patrén AC-2 es la potente tincidn de la placa metafdsica cromosémica. Esto contrasta con los
patrones moteados nucleares tradicionales (AC-4 y AC-5) que muestran una tincion muy débil o
nula de la placa de metafase. No obstante, no todos los patrones moteados nucleares con tincion
positiva de la placa de metafase son AC-2. El patrén tipico de AC-2 se compone de motas finas
con una heterogeneidad peculiar en tamafio y brillo. Esto se aplica a la placa metafasica
cromosomica y la distribucion espacial de las motas dentro del nucleo. Sin embargo, la correcta
identificacion del patron AC-2 en la prueba IFI - HEp-2 puede ser un desafio, por lo que se
recomienda la aplicacion de pruebas especificas para la determinacion de anticuerpos anti-DFS70.

(Mahler et al., 2019)

2.1.3.3 Importancia clinica del anticuerpo anti-DFS70

Hasta la fecha, los anticuerpos anti-DFS70 y sus asociaciones clinicas siguen siendo una
paradoja inmunoldgica. Existen numerosos estudios que hablan de la posible relevancia clinica de
este anticuerpo en diferentes enfermedades como la cistitis intersticial, el sindrome de Vogt-
Koyanagi-Harada, la dermatitis atdpica, el cdncer de prostata, entre otras. Sin embargo, estas
asociaciones no son concluyentes para incorporar a este anticuerpo como parte del diagndstico de
rutina de estas enfermedades. Las investigaciones que evaldan las caracteristicas clinicas de

grandes cantidades de muestras con anticuerpos anti-DFS70 identificados por IFI y confirmados
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por inmuno-blot, informan que entre los pacientes autoinmunes que portan la mayor cantidad este
autoanticuerpo evidencian tiroiditis autoinmune y que la falta de asociacién entre los anticuerpos
anti-DFS70 y ERAS proviene de la observacion de que aproximadamente el 30% de las muestras
positivas para ANA provienen de individuos aparentemente sanos, en comparacién con el 0% de
individuos con ERAS positivos para ANA. Dentro del aspecto prondstico de las personas que solo
presentan anticuerpos anti-DFS70, se informé que ninguno de estos individuos desarroll6 ERAS
dentro de un seguimiento promedio de 4 afios. Por lo tanto, la presencia aislada de anticuerpos
anti-DFS70 podria ser un marcador valioso de exclusion para descartar un diagndstico de ERAS
que incluye el lupus eritematoso sistémico (LES), las miopatias idiopéticas inflamatorias (IIM), el
sindrome de Sjogren (SjS), la esclerosis sistémica (SSc), y la enfermedad mixta del tejido

conectivo (MCTD). (Mabhler et al., 2016)

2.1.3.3.1 Anticuerpos anti-DFS70 en afecciones inflamatorias

Actualmente existen indicios de un posible rol patolégico de los anticuerpos anti-DFS70 en
varias afecciones cutdneas y oculares. Por ejemplo, se han descrito un efecto citotéxico de los
anticuerpos anti- DFS70 en las células epiteliales del cristalino de pacientes con dermatitis atopica,
lo que podria ser significativo para el desarrollo de cataratas en estos pacientes. Asi mismo, se han
descrito una alta prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en midltiples afecciones oculares
(cataratas, degeneracion retiniana atipica, oftalmia simpdtica) o enfermedades con manifestacién
ocular (La enfermedad de Behcet el sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada, o la sarcoidosis) sin
embargo, estas asociaciones no son definitivas y necesitan de mds estudios para su uso clinico.
(Conrad et al., 2017)

Una publicacion donde se informo la presencia de anticuerpos anti -DFS70 en una variedad de

afecciones inflamatorias por inmunotransferencias; revel6 una prevalencia del 30% de anticuerpos
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anti-DFS70 en pacientes con dermatitis atépica, 6% en pacientes con asma y 9% en pacientes con
cistitis intersticial. Esta presencia en comin de autoanticuerpos anti- DFS70 sugiere ser un posible
marcador seroldgico para un subconjunto de pacientes con dermatitis atépica, asma, cistitis
intersticial y otras afecciones inflamatorias. Sin embargo, ain queda por demostrar el papel de este
sistema antigeno-anticuerpo en la patogénesis de estas enfermedades. (R. L. Ochs et al., 2000)

En otro estudio, se detecto la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes japoneses con
una variedad de afecciones inflamatorias cronicas. Dentro de sus resultados, se evidencid una
prevalencia de 66.7% en pacientes con sindrome de Vogt-Harada; un trastorno inflamatorio,
inmunitario y sistémico caracterizado por alopecia, vitiligo, panuveitis bilateral, meningitis y
pérdida de audicion. Por otro lado, en pacientes con oftalmia simpdtica, sarcoidosis, enfermedad
de Behcet y controles sanos lograron detectar prevalencias de anticuerpos anti-DFS70 de 71.4%
(8/7),25.0% (4/16), 34.4% (11/32) y 21,6% respectivamente. Tomando en cuenta estos resultados,
se denota que los anticuerpos anti-DFS70 pueden presentarse en una variedad de condiciones
inflamatorias y en pacientes aparentemente sanos. Estos efectos revelan la importancia de realizar
mas estudios en poblaciones mds grandes para validar su asociacion clinica con dichas
enfermedades. (Yamada et al., 2001)

2.1.3.3.2 Anticuerpos anti-DFS70 asociado a neoplasias

Muiltiples investigaciones han confirmado la presencia de autoanticuerpos anti- DFS70 en
pacientes oncoldgicos, principalmente en pacientes con cincer de prdstata en comparacion con
otros canceres. Un estudio que investiga la presencia de autoanticuerpos contra antigenos
asociados a tumores en sueros de pacientes con cancer de prostata por inmunofluorescencia
evidenci6 que el patron DFS-IFI era mas predominante en estos sueros en comparacion con los

sueros controles. Asi mismo, al ser analizados por inmunotransferencia, se logrd presenciar la
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formacion de una banda proteica de 70 kD en la mayoria de ellos. Por tltimo, al ser analizados por
el método de ELISA para su especificidad, los anticuerpos anti-DFS70 fueron positivos en el 18
% de los pacientes con cancer de prdstata, en comparacion con el 5 % de los sueros controles. En
general, el 22 % de los sueros con céncer de prdstata reaccionaron contra el antigeno DFS70 por
ambos métodos en comparacion con el 7% de sus controles emparejados. Estos hallazgos llevaron
a la hipdtesis de que el antigeno DFS70 podria expresarse de manera anormal y funcionalmente
hiperactivo en varias células cancerosas humanas vinculdndolos a las propiedades agresivas del
tumor. (Daniels et al., 2005)

Esta sobreexpresion de autoanticuerpos anti-DFS70 en tejidos malignos podria ser inducida por
el estrés oxidativo y una elevada inflamaciéon del microambiente del tejido afectado. Una gran
variedad de estudios realizados durante la ultima década por multiples laboratorios, han
proporcionado evidencia concluyente de que cuando se manifiesta en células cancerosas, este
autoantigeno contribuye a la regulacion positiva y la activacion de una via de proteccion contra el
estrés que promueve propiedades agresivas del tumor, como el aumento de la proliferacion celular
y la supervivencia, clonogenicidad, angiogénesis, volumen tumoral y resistencia selectiva a la
muerte celular inducida por quimioterapia. Por lo tanto, DFS70 se estd considerando como un
antigeno emergente asociado al tumor y una oncoproteina de estrés que es relevante para multiples
tipos de cincer. (Basu et al., 2015)

2.1.3.3.3 Anticuerpos anti-DFS70 en individuos HIV -1 positivos

Una homologia que comparten la proteina DFS70 y el HIV es que presentan el mismo sitio de
unién. La region del auto-epitopo DFS70 (residuos 349—-435) es esencialmente la misma region
comprendida por la del HIV (residuos 347—429). Esta interaccion promueve la transferencia del

HIV-1 al nicleo y su unién a la cromatina para promover la integracién viral en sitios
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transcripcionalmente activos. Si bien estos hallazgos "coincidentes" atin no estdn determinados,
abre una gama de cuestionamientos sobre el rol bioldgico de estos autoanticuerpos en individuos
infectados con el virus. Actualmente, no existen muchas investigaciones sobre la relacion entre
los individuos infectados por HIV-1 y los autoanticuerpos anti-DFS70. Sin embargo, se infiere que
la presencia de autoanticuerpos anti-DFS70 podrian absorber el autoantigeno DFS70 / LEDGFp75
de su liberacion extracelular evitando la incorporacién del virus a las células huésped y su
replicacion, ofreciendo un rol protector contra la infeccién por HIV-1. Por lo tanto, la supresion
de la union de la proteina con anticuerpos anti-DFS70 podria ser un objetivo terapéutico eficaz
para disminuir o prevenir la infeccion por HIV-1. (Pérez & Azoulay, 2018)

Ultimamente, un primer estudio que evalu6 la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en 100
pacientes con HIV, con 92 sujetos sin HIV escogidos al azar y comparados como controles. Revelo
que ninguno de los individuos con HIV tuvo un resultado positivo para anticuerpos anti-DFS70
(0%) en comparacion con 10 de los 92 individuos no VIH (10.9%). Esto sugiere que la ausencia
de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes VIH positivos podria implicar mayor susceptibilidad a la
infeccion, en comparacion con las personas que adolecen de estos anticuerpos. Sin embargo, se
necesitarian de mds estudios con poblaciones mds grandes para confirmar dicha hipotesis.
(Mahroum et al., 2018)

2.1.3.3.4 Anticuerpos anti-DFS70 en enfermedades del tejido conectivo indiferenciado (UCTD)

El término clinico del tejido conectivo indiferenciado (UCTD) se utiliza para reconocer un
grupo heterogéneo de enfermedades autoinmunes sistémicas que no cumplen con los criterios de
clasificacion para una enfermedad del tejido conectivo (CTD) definida. Ademas, se ha presenciado
que mas de dos tercios de los pacientes con UCTD eventualmente desarrollan una CTD clasico

dentro de los primeros 5 afios de sospecha clinica. (Infantino et al., 2018)
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La positividad del anticuerpo antinuclear (ANA) sugiere CTD, pero también puede conducir a
un diagndstico de UCTD cuando un paciente no cumple con los criterios diagndsticos de CTD. Se
puede observar un patrén moteado fino denso (DFS) por inmunofluorescencia (IFI) en células
HEp-2, y se debe a la presencia de anticuerpos contra el antigeno nuclear DFS70 que se ha descrito
en diversas afecciones inflamatorias crénicas y sujetos sanos. Los pocos estudios sobre la
prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes con UCTD han llevado a estimaciones que
oscilan entre el 8 y el 40%. Una vez que se observa un patrén de tincion DES, se debe determinar
la presencia de anticuerpos anti-DFS70 mediante algin un inmunoensayo especifico
(inmunoensayo de quimioluminiscencia (CIA), ensayo de inmunosorbente ligado a enzimas
(ELISA) o inmunotransferencia). Como los anticuerpos anti-DFS70 son maés frecuentes en
individuos que no tienen una CTD definida, podrian desempefiar un papel predictivo negativo en
la estratificacion de pacientes sobre la base de la evolucion de UCTD a CTD. (Infantino et al.,
2017)

2.1.3.3.5 Anticuerpos anti-DFS70 en enfermedades reumdticas autoinmunes sistémicas (ERAS)

Estudios iniciales sobre la importancia clinica de los anticuerpos anti-DFS70, revelan una baja
frecuencia de estos autoanticuerpos en pacientes con clinica ERAS (2.8-4.5%). La reactividad
anti-DFS70 en pacientes con ERAS suele ir acompafiada de otros autoanticuerpos adicionales,
mientras que la reactividad anti-DFS70 aislada asciende solo a 0.5-0.7%. En consecuencia, estos
autoanticuerpos se consideran cada vez mas como un biomarcador predictivo de exclusion para el
diagnostico de ERAS, particularmente en ausencia de ANA clinicamente relevante. (Carter et al.,
2018)

Un estudio que examind la frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 y otros autoanticuerpos

marcadores de enfermedad en pacientes con diversos tipos de enfermedad reumatica autoinmune;
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analiz6 un total de 500 muestras séricas por los métodos de inmunofluorescencia indirecta e
inmunotransferencia. Veintidds pacientes resultaron positivos para anticuerpos anti-DFS70 (4.4%)
y dieciocho de ellos presentaron otros autoanticuerpos marcadores de enfermedad, incluidos anti-
DNA de doble cadena, anti-SS-A, anti-cardiolipina u otros anticuerpos. Por lo tanto, concluyeron
que los pacientes que producen solo anticuerpos anti-DFS70 como tnico patrén ANA-IFI rara vez
son diagnosticados con enfermedad reumdtica autoinmune y que dichos anticuerpos podrian
utilizarse como biomarcadores de exclusion para ERAS en individuos con ANA positivo. (Muro
et al., 2008)

Una siguiente investigacion, determind la frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes
pedidtricos con ERAS y cohortes de referencia. Se analiz6 un total de 1088 muestras (743 sueros
de nifios con ERAS y 345 sueros de nifios aparentemente sanos como cohortes de referencia) para
autoanticuerpos anti-DFS70 medidos por quimioluminiscencia. Los resultados evidenciaron una
frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 en 2.1% de los nifios sanos y en 4.5% de los sueros
pediatricos con ERAS remitidos para ANA. La mayor frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 se
presencié en pacientes con esclerodermia juvenil localizada (LS; 4/29, 13.8%), seguido de
dermatomiositis juvenil (JDM; 2/11, 18.2%), lupus eritematoso sistémico infantil (cSLE; 19/331,
5.7%), esclerosis sistémica cutdnea difusa (SSc ; 1/22, 4,5%), enfermedad celiaca (2/49, 4,1%) y
artritis idiopatica juvenil (AlJ; 5/202, 2,5%). Al comparar la frecuencia de los autoanticuerpos
anti-DFS70 en individuos pediatricos sanos, se pudo observar que estd dentro de los rangos mds
bajo que lo reportado en pacientes adultos. Y que, los nifios con LS, JDM y uveitis presentaron
una mayor frecuencia de estos autoanticuerpos en comparacion con los nifios con SSc y cSLE. Sin

embargo, se requieren de més estudios longitudinales para determinar la relacion entre los niveles
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de anticuerpos anti-DFS70 y la actividad o el tratamiento de la enfermedad en comparacién con
otros autoanticuerpos tipicamente encontrado en ERAS. (Schmeling et al., 2015)

Otro estudié que logrd investigar la frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes con
ERAS y en donantes de sangre; incluy6 un total de 101 con lupus eritematoso sistémico (LES),
418 pacientes con artritis reumatoide (AR), 36 con esclerosis-esclerodermia sistémica (SSc), 71
con sindrome de Sjogren (SS), 2555 con enfermedad indiferenciada del tejido conectivo (UCTD),
43 con espondilitis anquilosante (AS) y 507 donantes de sangre. Durante el andlisis, 43 (1.33%)
muestras de pacientes con ERAS y cuatro (0.78%) muestras de donantes de sangre presentaron el
patron de tincion DFS-70. Cuando se confirmo la presencia del anticuerpo anti-DFS70 por ELISA,
se detectd en 3 (0.59%) donantes de sangre, en 3 (2.97%) con LES, en 6 (1.43%) con AR, en 1
(1.40%) con SS 'y 25 (0.97%) en UCTD, sin embargo, no se detectaron en pacientes con SSc y AS.
Claramente, la presencia de anticuerpos anti-DFS70 fue mds frecuente en los subconjuntos de
ERAS que en donantes de sangre. No obstante, este resultado puede estar relacionado con el estado
inmunoldgico individual y la formacion demogrifica de los grupos de estudio. Mds atn, se
necesitan de estudios mds completos para investigar la importancia del anticuerpo anti-DFS70 para
ERAS. (Peker et al., 2019)

2.3.1.3.6 Anticuerpos anti-DFS70 en individuos aparentemente sanos

Debido a la naturaleza heterogénea de las poblaciones de deteccion, la pluralidad geogréfica,
las variaciones en la interpretacion de IFI entre laboratorios y la precision de la sospecha de
DFS70, las tasas de positividad en individuos sanos para los autoanticuerpos DFS70 varian
ampliamente entre los estudios. Una revision exhaustiva de veinte publicaciones que informaron
la frecuencia de casos sospechosos de DFES70, revel6 una tasa de positividad de 0 a 5% en donantes

de sangre, nifos sanos y en poblaciones de deteccion de ANA de rutina. En contraste, las cohortes
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de individuos sanos que no han sido diferenciados como adultos o pediétricos, y los casos positivos
de ANA (poblaciones de deteccion de ANA sanas o de rutina) tuvieron una alta positividad del
patrén DFS70 que vario de 0 a 37%. A partir de estos datos, se evidencia que los anticuerpos anti-
DFS70 son altamente prevalentes en individuos sanos y que su estimacion podria generar un gran
impacto en la atencién y el manejo del paciente, por lo que se sugiere que estos casos sean
confirmados mediante métodos mas especificos y asi evaluar su impacto en la deteccién de ANA.
(Malyavantham & Suresh, 2017)

En un analisis, donde se seleccionaron 597 sueros de trabajadores hospitalarios aparentemente
sanos (455 mujeres y 142 hombres) para detectar la presencia de anticuerpos antinucleares (ANA)
y anticuerpos anti-DFS70; evidenci6 una prevalencia del 20% (119/597) para ANA por el método
de IFI. Del total, 88 sueros presentaron un patron moteado, y 69 de estos, presentaban un patron
DFS (11.5 % de los 597 sujetos y 57.9% de los sujetos con ANA positivo). Como los sueros DFS
fueron mas frecuentes en el andlisis IFI, se confirmé la presencia de anticuerpos anti-DFS70 en
todos los sueros por inmunotransferencia. Entre los 69 sueros, 64 fueron positivos para el
anticuerpo anti-DFS70. Sorprendentemente, esto representaba el 11% del total de la poblacion y
el 53.7% de la poblacion con ANA positivo. Estos hallazgos revelan que estos autoanticuerpos
pueden evidenciarse de forma natural en individuos aparentemente sanos y que su inclusion en los
exdamenes ANA de rutina excluiria a pacientes ANA positivos de alguna enfermedad autoinmune
sistémica. Ademads, definiria una subpoblacion de personas sanas en las cuales el seguimiento a
largo plazo podria revelar implicaciones asociados con alguna enfermedad. (Watanabe et al., 2004)

Otro estudio, donde se analiz6 la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en 2628 muestras de
donantes de sangre aparentemente sanos de siete paises con diversos antecedentes étnicos y

geograficos (EE. UU., Italia, Espafia, Alemania, Reino Unido, Bélgica y Brasil); revel6é una
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prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 que vari6 de 4/321 (1.2%, Italia) a 42/497 (8.5%, EE. UU.).
Por consiguiente, la prevalencia de los anticuerpos fue significativamente mayor en EE. UU en
comparacion con todos los demds paises (p <0,05). Ademds, la prevalencia en la cohorte
combinada (todos los sitios) fue mayor en donantes de sangre jovenes (<35 afios; 5.0% vs. 2.7%;
p =0.0017) y entre las mujeres (4.5% vs. 3.0%; p = 0.0446). Sin embargo, cuando las cohortes de
diferentes paises se corrigieron por edad y sexo, no se encontraron diferencias significativas entre
los paises. En conclusién, estos hallazgos demuestran que los anticuerpos anti-DFS70 son maés
frecuentes en mujeres jovenes entre las diferentes dreas geograficas utilizando un ensayo

estandarizado. (Albesa et al., 2019)



III. METODO

3.1 Tipo de investigacion
El presente estudio es de tipo observacional, descriptivo, transversal y prospectivo.
3.2 Ambito temporal y espacial
3.2.1 Ambito temporal
La presente investigacion se llev a cabo entre los meses de enero y febrero del afio 2020
3.2.2 Ambito espacial

Laboratorio Clinico Synlab, Lima- Peru.

3.3 Variables
VARIABLES CONCEPTO TIPO INDICADOR ESCALA CATEGORIA
Anticuerpos
antinucleares
Patrén de - Patrones
ANTICUERPO (ANA) contra
determinados Cualitativa fluorescencia Nominal nucleares
S . en los ANA - Patrones
ANTINUCLEA | ntigenos . iy
) citoplasmaticos
RES ubicados en el
) - Patrones del
(ANA) ntcleo 0
‘ Huso Mitético
citoplasma

celular de los
distintos 6rganos

diana

Autoanticuerpo
natural dirigido
contra el

antigeno DFS70 | Cualitativa Nominal
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ANTICUERPO Subtipo de Banda azul
S ANTI-DFS70 anticuerpo marcada en la
antinuclear zona DFS70

3.4 Poblacion y muestra

3.4.1 Poblacioén.

La poblacién estuvo conformada por 181 muestras séricas positivas para ANA de pacientes de
sexo masculino y femenino remitidas al Laboratorio Clinico Synlab entre los meses de enero y
febrero del 2020.

3.4.2 Muestra.

La muestra para este estudio es de tipo probabilistica y estuvo constituida por 96 muestras
séricas positivas para pruebas ANA remitidas en el Laboratorio Central Synlab entre los meses de
enero y febrero del 2020.

El célculo del muestreo se calcul6 de la siguiente manera.

Calculo de la muestra con poblacion finita de tipo cualitativo

_ Z2+xNx*p=xq
T d2+(N—1)*Z2+Pxq

n

N = Tamafio de la poblacién (181)

Z = intervalo de confianza en 95% (1.96)
p = probabilidad de éxito (0.843)

q = probabilidad de fracaso (0.157)

d = precision para z 95% (0.05)
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Reemplazando:

B (1.96)2 = 181 * 0.843 = 0.157
~(0.05)2 * (181 — 1) + (1.96)2 * 0.843 * 0.157

n

n =96.0181 ~ 96

Se trabajard con 96 muestras representativas con un intervalo de confianza de 95 %

3.5 Instrumentos

Para la recoleccion de datos, se solicit6 la autorizacion correspondiente al Laboratorio Clinico
Synlab para la ejecucion del estudio. Se realiz6 el acoplo de informacion de la base de datos del
sistema LabCore durante el periodo de enero y febrero del 2020 en base al sexo, la edad y el patrén
de fluorescencia ANA.

3.6 Procedimiento

Las muestras de suero de pacientes con solicitud para pruebas ANA fueron remitidas al
Laboratorio Clinico Synlab, al drea de Inmunologia Especial, para su posterior andlisis por
inmunofluorescencia indirecta con el kit ANA / HEp-20-10 de Euroimmun, que ofrece el espectro
completo de antigenos para la deteccion de anticuerpos nucleares celulares. Las intensidades de
seflal de una muestra positiva y una negativa difieren significativamente y la evaluacién
microscopica permitird una determinacidén exacta de como se diseminard el tinte indicador
(generalmente fluoresceina) en las células o el tejido. Cada autoanticuerpo unido provoca un
patrén tipico de fluorescencia, en nuestro caso, aislamos todos los sueros positivos independientes
del patrén, para posteriormente, confirmar la presencia de anticuerpos anti-DFS70 por el método
de Inmunoblot automatizado con el kit ANA Profile 3 plus de Euroimmun, que proporciona un
ensayo cualitativo in vitro para autoanticuerpos humanos de la clase IgG contra 16 antigenos

diferentes: nRNP, Sm, SS-A (nativo), SS-B, Ro-52, Scl-70, Jo -1, PM-Scl, CENP B, dsDNA,
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PCNA, nucleosomas, proteina P ribosémica, histonas, AMA M2 y DFS70. El kit contiene tiras
reactivas recubiertas con lineas paralelas de antigenos altamente purificadas. En un primer paso,
las muestras séricas se diluyen y se incuban con las tiras de inmunotransferencia. En caso de ser
muestras positivas, los anticuerpos IgG especificos se unirédn al sitio antigénico correspondiente y
en una segunda incubacién se unirdn a una IgG antihumana marcada con una enzima (conjugado)
que cataliza una reaccion de color. El correcto funcionamiento de la incubacién se indica mediante
una tincién intensa de la banda control. Por dltimo, las tiras reactivas son analizadas por el software
EUROLineScan, que permite la interpretacion de los resultados en funcion a la intensidad de sefial
de la banda.

3.7 Analisis de datos

Teniendo presente los datos adjuntos del sistema Labcore, se procedié a realizar la estadistica
separdndolos por sexo, edad y patrén de fluorescencia.

Una vez determinado el anticuerpo anti- DFS70 por inmunoblot, se pudo realizar la evaluacion
de los resultados para la obtencion de la prevalencia y los demds objetivos planteados a través del

programa Microsoft Office Excel, alcanzando asi los porcentajes esperados.
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IV. RESULTADOS

Se seleccionaron un total de 96 muestras positivas para ANA-IFI y se analizaron por el método

de inmunoblot automatizado.

Tabla N° 1. Prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes ANA positivo.

DFS-70
N Prevalencia
positivo
Total 96 27 28.1%
Sexo
Femenino 83 21 21.8%
Masculino 13 6 6.2%

En la Tabla N° 1 se evidencia la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes ANA
positivo, con un valor de 28.1% (n= 27). Donde el 21.8% (n=21) corresponde al sexo femenino y
el 6.2% (n=6) al sexo masculino.

La edad promedio del total de pacientes positivos para anticuerpos antinucleares (ANA) fue de
42.3 +18.1 afios (Rango: 12 — 84 afios). Representado el 86% del total, los del sexo femenino. El
rango de edad promedio de los pacientes que presentaban anticuerpos anti-.DFS70 fue de 46.8 +

18.8 afios para el sexo femenino y de 37.2 + 17.9 afios para el sexo masculino.
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Tabla N° 2. Distribucién de anticuerpos anti-DFS70 en los diferentes patrones ANA-IFIL

Patron

Homogéneo

Moteado Fino

Centromeérico

Mixto

Moteado

Moteado fino denso

Moteado Grueso
Nucleolar
Otros

Total

Anti- DFS70
Total % Positivos
Positivo ~ Negativo

17 32 49 34.7%
7 22 29 24.1%
0 6 6 0.0%
1 2 3 33.3%
0 3 3 0.0%
2 0 2 100.0%
0 2 2 0.0%
0 1 1 0.0%
0 1 1 0.0%
27 69 96

% Negativos

65.3 %

75.9%

100.0%

66.7%

100.0%

0.0%

100.0%

100.0%

100.0%

En la Tabla N° 2 se observa la distribucion del anticuerpo anti-DFS70 en los diferentes patrones

ANA - IFI. La presencia del anticuerpo anti-DFS70 tuvo lugar en un 34.7%, 24.1 % y 100% del

total de patrones homogéneos, moteado fino y DFS respectivamente. Mientras que el 100% del

total de patrones centromero presentd una ausencia para el anti-DFS70.
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Tabla N° 3. Frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 en los diferentes patrones ANA-IFI.

Patron ANA Anti- DFS70 positivo Frecuencia
Homogéneo 17 63.0%
Moteado Fino 7 25.9%
Moteado fino denso 2 7.4%
Mixto 1 3.7%

Total 27 100.0 %

En la Tabla N° 3 se manifiesta la frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 en los diferentes
patrones ANA-IFI. Siendo el patron homogéneo el més frecuente, con un valor de 63% (n=17),
seguido del patron moteado fino con un 25.9% (n=7), el patrén moteado fino denso con un 7.4%

(n=2) y por ultimo, el patrén mixto con un 3.7% (n=1).

Tabla N° 4. Prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 aislado en pacientes ANA positivo.

N° %
Homogéneo 8 8.4 %
Mixto 1 1.0 %
DFS-70
Moteado fino denso 1 1.0 %
AISLADO
Total 10 10.4 %
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En la Tabla N° 4 se revela una prevalencia de anticuerpos anti-DF70 aislado del 10.4% (n=10)
para el total de muestras positivas para ANA y del 37.1 % para el total de resultados positivo para
anti-DFS70, siendo mds frecuente, en el patrén homogéneo (8.4%), seguido del patrén mixto
(1.0%) y el patrén DFS (1.0%).

Tabla N° 5. Prevalencia de anticuerpos anti -DFS70 concomitante a otros autoanticuerpos en

pacientes ANA positivo.

Anti-DFS70 concomitante N° %0
Total 17 17.7%
Subtipos ANA
Anti- Nucleosoma 6 6.3 %
Anti-dsDNA 4 4.2 %
Anti- SS-A 4 4.2 %
Anti- 52 4 4.2 %

En la Tabla N° 5, se expone la prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 concomitantes a otros
auto-anticuerpos ANA con un valor del 17.7% (n=17) para el total de muestras ANA positivo y
del 62.9 % para el total de muestras positivas para anti-DFS70. El anticuerpo Nucleosoma fue el
mas frecuente, con un valor de 6.3%; seguido de los autoanticuerpos dsDNA, SS-A y Ro-52 con

una frecuencia del 4.2%.
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Tabla N° 6. Prevalencia de expresividad antigénica por IB en pacientes ANA-IFI positivos.

N IB positivo Prevalencia
Total 96 77 80.2 %
Sexo
Femenino 83 66 68.7 %
Masculino 13 11 114 %

En la Tabla N° 6 se refleja la prevalencia antigénica hallada por Inmunoblot (IB) en pacientes
ANA positivos, con un valor de 80.2% (n= 77). De este resultado, el 68.7 % (n=66) correspondia

al sexo femenino y el 11.4 % (n=11) al sexo masculino.

Tabla N° 7. Frecuencia de subtipos ANA en pacientes ANA-IFI positivos.

Frecuencia de subtipos ANA en pacientes ANA-IFI positivos
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En la Tabla N° 7 se exhibe la frecuencia de los subtipos ANA en pacientes ANA-IFI positivos.
La banda DFS70 present6 una frecuencia del 28.1% (n=27), seguido de la banda SS-A, con un
21.8 % (n=21), la banda Nucleosoma con un 18.7 % (n=18), la banda ds-DNA con un 17.7 %
(n=17), la banda Ro-52 con un 16.6 % (n=16), la banda nRNP/Sm con un 14.6 % (n=14), la banda
AMA-M2 con un 11.5 % (n=11), la banda CENP-B con un 8.3% (n=8), la banda Histona y Sm
con un 7.3 % (n=7), la banda Rib.P-protein con un 5.2 % (n=5), la banda PCNA y SS-B con un

4.2 % (n=4) y la banda PM-Scl con un 3.1 % (n=3).

Tabla N° 8. Frecuencia relativa de expresividad antigénica por Inmunoblot en los

diferentes patrones ANA-IFI.

Patron (n) Subtipo ANA (n) Frecuencia
Homogéneo (n=49) DFS70, Nucleosoma, ds-DNA (n=16) 32.7 %
Moteado Fino (n=29) SS-A, Ro-52, nRNP/Sm (n=10) 34.5 %
Centromérico (n=6) CENP-B (n=6) 100 %
Moteado Fino Denso (n=2) DFS70 (n=2) 100 %

En la Tabla N° 8 se expone la frecuencia relativa de expresividad antigénica en los diferentes
patrones ANA-IFI. Tenemos al patrén centrémero (n=6) con el 100% de expresividad para el
antigeno CENP-B. Seguido del patron homogéneo (n=49) con el 32.7 % de expresividad
correspondiente a los antigenos DFS70, Nucleosoma y ds-DNA. El patrén moteado fino (n=29)
con el 34.5 % de expresividad para SS-A, nRNP/Sm y Ro-52. Finalmente, el patréon moteado fino

denso (n=2) con el 100 % de expresividad para DFS70.



Tabla N° 9. Prevalencia de inmunoblot negativo en los diferentes patrones ANA-IFI
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N IB negativo /)
Total 96 19 19.8%
Patrones
Homogéneo 15 78.8%
Otros 4 21.2%

En la Tabla N° 9 se refleja una prevalencia de inmunoblot negativo del 19.8% (n=19). Siendo

el patron homogéneo el mas frecuente, con un valor de 78.9% (n=15).
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Es un hecho que la deteccién de anticuerpos anti-DFS70 sigue siendo un gran desafio en el
entorno del laboratorio clinico, aunque no se conoce con exactitud su indole e importancia clinica,
la literatura apoya que la presencia de estos autoanticuerpos podria desempefar funciones
protectoras, patdégenas o de sensores contra el estrés oxidativo o dafio celular inflamatorio.

La naturaleza enigmatica de los anticuerpos anti-DFS70 enfatiza evaluar su prevalencia en las
diferentes poblaciones. Los resultados obtenidos en este estudio lograron evidenciar una
prevalencia de 28,1% para anticuerpos anti-DFS70 en pacientes ANA positivos, siendo este un
valor concordante con el andlisis realizado por Aleksandrova et al. que obtuvieron una prevalencia
para anticuerpos anti-DFS70 del 21%, del mismo modo, una investigacion reciente realizada en el
Peru, por Fabidn & Fernandez revelaron una prevalencia del 25% para anticuerpos anti-DFS70 en
pacientes ANA positivos. Sin embargo, existieron discrepancias con otras investigaciones, por
ejemplo; Vazquez-Del Mercado et al. reportaron una prevalencia del 9.7% para anticuerpos anti-
DFS70, mientras que Lucas et al. reportaron una prevalencia de 3.7% en la misma poblacion. En
vista de que existen pocas investigaciones acerca de la variabilidad de la prevalencia de anticuerpos
anti-DFS70 en pacientes ANA positivo, los diversos métodos de deteccion y la experiencia
humana serian las posibles variantes de la diferencia porcentual entre los estudios, ademds de otras
posibles variantes como el género, el origen étnico, la ubicacidon geogrifica y la exposicion
ambiental a la que se enfrentan las distintas poblaciones de estudio para la deteccion de estos
autoanticuerpos.

Hasta ahora, las asociaciones mds fuertes encontradas para estos anticuerpos son el sexo

femenino y la edad joven; estos reportes suelen coincidir mucho con los resultados obtenidos, ya
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que la mayor prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 fue encontrada en mujeres con una edad
promedio de 46 afios, sin embargo, varios factores pueden ser la base de esta diferencia de género
y edad, por lo que se necesitan de més estudios para comprender mejor estos hallazgos.

En todos los casos de patrén de tincion DFS, se pudo detectar la presencia de anticuerpos anti-
DFS70. Aunque en el presente estudio se obtuvieron pocos casos, muchos investigadores apoyan
la confirmacién de anticuerpos anti-DFS70 en este tipo de patrén, dado que estos autoanticuerpos
se encuentran con mayor frecuencia en pacientes aparentemente sanos en comparacion con
pacientes con enfermedad autoinmune sistémica. Por ejemplo, estudios realizados por Mahler
et al., Miyara et al., Mutlu et al., Carter et al., y Koo et al. revelan una prevalencia de entre 60%
y 95% para anticuerpos anti-DFS70 en todos los casos en que la inmunofluorescencia presento el
patron de tincion DFS. Por lo tanto, el uso conjunto de una prueba adicional confirmatoria para
anticuerpos anti- DFS70 en los casos que se presentan patrones de tincion DFS, mejoraria
interpretar algunos casos sospechosos de enfermedad autoinmune.

Por otro lado, entre los multiples patrones ANA presentes en el estudio, la presencia del
anticuerpo anti-DFS70 fue mas prevalente en el patron homogéneo, siendo concordante con el
estudio realizado por Lucas et al. donde el patron homogéneo dio lugar a un 50 % de los casos en
los que se evidenciaba la presencia del anticuerpo anti-DFS70. Del mismo modo, Bonroy et al.
analizaron la prevalencia del anticuerpo anti-DFS70 en muestras ANA-IFI homogéneas,
encontrando un porcentaje de 19.2 %. Dado que la deteccion del anticuerpo anti-DFS70 por
inmunofluorescencia suele ser complejo y tiende confundirse con patrones similares ocasionado
por otros autoanticuerpos presentes en el suero, estos resultados sugieren incorporar los ensayos

anti-DFS70 dentro de las pruebas ANA de rutina, particularmente cuando se visualizan patrones
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homogéneos, moteados o similares, pues permitiria contribuir a una mejor aclaracién de los
posibles resultados positivos inexplicables para ANA.

Con respecto a su deteccidn aislada, se reporté una prevalencia del 37.0 % para el total de
muestras positivas para anti-DFS70. Los autores citados anteriormente evidencian que la
presencia de anticuerpos anti-DFS70 monoespecificos en pacientes ANA positivo tiende a
encontrarse mayormente en individuos aparentemente sanos y pacientes con otras afecciones no
inmunes, en comparacion de si se encuentra concomitante a otros autoanticuerpos. Por lo tanto,
estos autoanticuerpos son considerados cada vez mas como candidatos potenciales para
discriminar la ausencia de enfermedad autoinmune sistémica.

En cuanto a su deteccidon concomitante a otros autoanticuerpos, se obtuvo una prevalencia del
62.9 %. Siendo el autoanticuerpo Nucleosoma el mds prevalente, seguido del anticuerpo ds-DNA,
SS-A y Ro-52. Este resultado tiene cierta concordancia con el estudio realizado por Muro et al.
que evaluaron la presencia de otros autoanticuerpos asociados en pacientes anti-DFS70 positivos
con enfermedad autoinmune sistémica, obteniendo una prevalencia del 81.8 % (n=18). Siendo los
autoanticuerpos anti-SS-A y anti ds-DNA los mds prevalentes. Dentro de su historial clinico, se
evidencio que dichos autoanticuerpos pertenecian a pacientes con Sindrome de Sjogren y Lupus
eritromatoso sistémico, respectivamente. Asi mismo, otro estudio realizado por Mahler et al.
evidencio una baja prevalencia de 2.8 % (n=7) para anticuerpos anti-DFS70 en pacientes con Lupus
eritromatoso sistémico. Donde el 85.7 % (n=06) presentd autoanticuerpos concomitantes, siendo
los mds prevalentes, los anticuerpos anti- dsDNA, anti-UIRNP y anti-SS-A. Estos hallazgos
destacan que la presencia del anticuerpo anti-DFS70 suele ir acompafiado de otros autoanticuerpos
ANA en pacientes con enfermedad autoinmune sistémica, por lo que su presencia aislada se

compromete cada vez mds como un posible marcador clinico para excluir dicho diagndstico.
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Con relacién a la expresividad antigénica hallada por Inmunoblot, se reporté una prevalencia
del 80.2%. Siendo el antigeno DFS70 el que presenté la mayor expresividad con 27 casos
positivos. Si bien estos autoanticuerpos son considerados de tipo natural, en el campo de la
autoinmunidad han sido vistos de gran importancia, dado que estos anticuerpos se relacionan cada
vez mas en individuos sanos que en pacientes con enfermedad autoinmune sistémica, por lo tanto,
su utilidad radica como una herramienta de apoyo en la interpretacion de resultados positivos para
ANA con sintomatologia inespecifica.

Asi mismo, después del antigeno DFS-70, quien presenté mayor expresividad, fue el SS-A, con
21 casos positivos. Este anticuerpo se asocia principalmente en pacientes con Sindrome de
Sjogren. Una revision realizada por Fayyaz et al. evidenciaron la presencia de este anticuerpo entre
un 50% a 70% de los sueros positivos en pacientes con Sindrome de Sjogren, acompafiado del
antigeno SS-B. Por lo tanto, su deteccion conjunta permitiria ser un indicador especifico para el
diagnéstico del Sindrome de Sjogren.

La presencia del anticuerpo NUC con 18 casos y el anticuerpo anti-dsDNA (de doble cadena o
nativo) con 17 casos, es de suma importancia, ya que estos se presentan como marcadores
especificos de lupus eritematosos sistémico (LES). Un estudio realizado por Pradhan et al.
evaluaron la incidencia del anticuerpo NUC y su asociacion con otros autoanticuerpos ANA en
pacientes con LES. Sus resultados revelaron la presencia del anticuerpo NUC en el 88% de los
casos y su asociacion con el anticuerpo ds-DNA en el 80% de los mismos. Por lo tanto, la deteccion

de dichos autoanticuerpos contribuiria como herramienta diagnéstica en pacientes con LES.
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VI. CONCLUSIONES

1. La prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes ANA positivo fue del 28.1 %, siendo
un porcentaje elevado a lo esperado al inicio de la investigacion.

2. La prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 fue mayor en pacientes de sexo femenino con un
21.8% en comparacién con el sexo masculino que obtuvo un 6.2%.

3. Entre los diferentes patrones ANA distintos al DFS, la presencia del anticuerpo anti-DFS70
fue més prevalente en el patrén homogéneo con un 63.0%.

4. La prevalencia de los anticuerpos anti-DF70 aislado fue del 10.4%.

5. La prevalencia de los anticuerpos anti-DFS70 concomitantes a otros autoanticuerpos ANA
fue del 17.7 %. Siendo el anticuerpo Nucleosoma el mds frecuente, seguido del anti ds-DNA, SS-

Ay Ro-52 respectivamente.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Se sugiere que para una siguiente investigacion los resultados obtenidos se asocien con la
historia clinica, ya que podria mejorar el panorama de los pacientes sospechosos de enfermedad
autoinmune.

2. Que este estudio sirva como base para seguir realizando investigaciones con poblaciones de
mayor nimero, asi se podréd obtener un resultado mas generalizado sobre la prevalencia de estos
anticuerpos.

3. Se sugiere realizar estudios similares, donde se asocie la prevalencia del anticuerpo anti-
DFS-70 con la condicién genética, la ubicacién geogréfica, el origen étnico y/o exposicion
ambiental a la que se encuentra las diferentes poblaciones.

4. Se recomienda a los profesionales de la salud que se capaciten, de acuerdo a su metodologia,
al reconocimiento e identificacion de los anticuerpos anti-DFS70 para contribuir a un mejor
diagndstico clinico de los pacientes sospechosos de enfermedad autoinmune.

5. Se recomienda implementar algoritmos diagndsticos que incluya a los anticuerpos anti-
DFS70 en las pruebas ANA de rutina, ya que permitiria ampliar la busqueda de autoanticuerpos y

dar conocimientos de los posibles ANA positivos inexplicables.
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IX. ANEXOS
Anexo N° 1.
MATRIZ DE CONSISTENCIA
PLANTEAMIENTO | OBJETIVOS DE . VARIABLES
TEMA HIPOTESIS INDICADORES = METODOLOGIA
DEL PROBLEMA ESTUDIO DE ESTUDIO
PREGUNTA OBJETIVQ  Dsmamosuna NIVELES DE
. . prevalenciade | 1) Anticuerpos 1) Patr6n de .
PREVALENCIA GENERAL.: GENERAL: . q ' ESTUDIO:
20% para la antinucleares = fluorescencia en .
DE (Cudl es la Determinar la Descriptivo
' (ANA) los ANA
ANTICUERPOS prevalencia de prevalencia de deteccion de
ANTI-DES70 : : anticuerpos N
EN anticuerpos anti —  anticuerpos anti — P 2) Anticuerpos 2) Subtipo de | DISENO DE
PACIENTES DFS70 en DFS70 en anti —DES70 i pRs70 | A0HCUEIPO 1 perupIO:
ANA ] ent antinuclear
pacientes ANA pacientes ANA eh pacientes Observacional
POSITIVO .. )
positivo? positivo. sometidos
ANA positivo.

Muestra



PREGUNTAS
ESPECIFICAS:
1. ;Cuadl es la
prevalencia de
anticuerpos anti —
DFS70 con
respecto al sexo y
grupo etario?

2. ;Cudlesla
prevalencia de
anticuerpos anti —
DFS70 en los
diferentes
patrones ANA-
IFI, distintos al

DFS?

OBJETIVOS

ESPECIFICOS:

1. Determinar la
prevalencia de
anticuerpos anti —
DFS70 con
respecto al sexo y
el grupo etario.

2. Identificar la
presencia de
anticuerpos anti —
DFS70 en los
diferentes
patrones ANA-
IFI, distintos al

DEFS.

96 muestras
séricas
positivas para
ANA
Unidades de
analisis

Muestra sérica
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3. ;Qué

porcentaje de

anticuerpos anti —

DFS70 pueden
encontrarse de
manera aislada?
4. (Cudlesel
porcentaje y los
autoanticuerpos

concomitantes

mas frecuentes al

anticuerpo anti —

DFS70?

3. Delimitar que

porcentaje de

anticuerpos anti —

DFS70 pueden
encontrarse de

manera aislada.

4. Definir el
porcentaje y los
autoanticuerpos
concomitantes
mads frecuentes al
anticuerpo anti —

DFS70.
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Anexo N° 2.

Consentimiento Informado

SYNLAB\/

“Afio de la Universalizacidn de la Salud”

Lima, 24 de Agosto del 2020

Sr.

Culqui Bermudez, Ismael Raal
Investigador Principal
Presente.-

De nuestra consideracion:

Es grato dingimos a usted para saludaria cordialmente e informarle que el Comité
Revisor de Proyectos de Synlab, ha revisado y aprueba el trabajo de investigacion
titulado: Prevalencia de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes ANA positivo en
el Laboratorio Synlab - Sede Central, Lima 2020. Asi mismo nos compromeatemos
a brindar las facillidades del caso para la raalizacion del mismo.

De acuerdo a la normativa debera presentar un informe sobre Jos avances de dicho
proyecto, asi como las conclusiones del mismo a su despacho respectivo.

Atentamente

//4.,/114/ ZoareS O e~ (,z///ﬁ”%g

’J
Marcel Machado S T, Rodriguoz Stuart
Director de Operaciones Lider de Producciton
SYNLABPERU S AC SYNLAB PERU SAC
SYNLAS Pers S AC - Sece C v G E 7101 Jowis Mavia ! 16072 1 Perd

T lﬁii)mm F (S5t1) 203 saon
waa SO pe
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Anexo N° 3.
FICHA DE RESULTADOS
DEMOGRAFiA ANA ENA
Eda | Sex AM Histo | Nucleoso | ds- PC | CEN | Jo- | PM- | Scl- | SS | Ro- | SS- nRNP/S
Muestra | =4~ |~ Patron | DFS70 1@2 RIB| ma |DNA |NA|PB |1 |Sd|70|B|52| A [5™] m
MOTEADO
91099031 | 51 F FINO + it
MOTEADO
91049331 | 43 F FINO it
MOTEADO
91090671 | 25 F FINO ++ ++ +++
MOTEADO
91117551 | 65 F FINO N .
MOTEADO
1051431 36 F FINO +++ | +++ | + ++
MOTEADO
91798831 | 34 F FINO s N
MOTEADO
91703031 | 50 F
FINO +++ |
91721121 | 73 F | HOMOGENEO
+++ +
MOTEADO
91698561 | 47 | M FINO "
91693411 | 49 F DFS
+++
91704261 | 58 F | HOMOGENEO
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91707741 25 HOMOGENEO
++ + ++ ++ |+
91639561 | 33 MOFTIE’SDO
+ ++ ++
MOTEADO
91649871 | 36 FINO
++
91595751 | 33 DFS
+++ | ++ +++
91512601 24 HOMOGENEO
++ +++ +++
91518781 | 45 HOMOGENEO
++ ++
91348051 49 MIXTO
++
91403241 30 HOMOGENEO | +++ +++
91443171 42 HOMOGENEO | +++
91220981 61 HOMOGENEO | +++ +
91427011 16 HOMOGENEO
MOTEADO
91352811 | 42 FINO +++ ++ + ++ +++
91360321 51 HOMOGENEO | +++ +
91335591 12 HOMOGENEO
+ + ++ 4 |+t
91320761 45 HOMOGENEO
+++ +++
91231911 21 HOMOGENEO

++

+++
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91232611 | 37 HOMOGENEO
+++ +++ | +++
91770201 | 78 HOMOGENEO | +++
91772231 | 26 HOMOGENEO +++ ++ ++
91239221 34 MIXTO +++ ++ | +4++ | +++
MOTEADO
91238241 | 20 FINO ++ ++
91632371 | 61 CENTROMERO +++
91748711 | 60 CENTROMERO +++ +++
MIXTO
91316731 | 16 +++
91660171 | 53 HOMOGENEO
91722421 HOMOGENEO
30 +++ +++
91841671 50 HOMOGENEO | +++
91796231 NUCLEOLAR
57 +++
91804531 | 40 HOMOGENEO
91812061 57 HOMOGENEO
91789541 | 79 HOMOGENEO +
91809861 | 59 HOMOGENEO
91793311 | 51 HOMOGENEO
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MOTEADO
91982011 | 76 FINO +++ +++
91851631 7 -
HOMOGENEO ++
91927771 | 61
92138471 | 38 HOMOGENEO
HOMOGENEO + ++ +++
92120891 | 46
92124071 | 40 HOMOGENEO
92043191 | 80 HOMOGENEO
CENTROMERO
92021141 | 34 e+
92068801 | 36 HOMOGENEO
HOMOGENEO
92229211 | 79 ++
MOTEADO
92231931 | 24 FINO +++ +++ ++ ++ 4+ |+
92186141 | 42 MOTEADO
MOTEADO
92162741 | 51 FINO T+
MOTEADO
92324481 | 56 FINO T+ |+
92293911 | 63 HOMOGENEO o+
MOTEADO
92161061 | 21 FINO +++ 4+ 4+
MOTEADO
92391151 | 61 FINO Tt
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HOMOGENEO
92368871 | 18 ++
HOMOGENEO
92398431 | 63 F++
CENTROMERO
92411351 | 43 o+
924899328 | 50 HOMOGENEO | +++
HOMOGENEO
92507641 | 77 +++
MOTEADO
9252909 39 GRUESO
MOTEADO
9247020 37 4+ T+
MOTEADO
9243671 49 FINO ot |t
9244429 18 HOMOGENEO ++
60 HOMOGENEO T+
92523541
MOTEADO ++
92684331 | 60 FINO i T+ |+
84 HOMOGENEO
92680091
3 MOTEADO .
92522461 FINO
53 MOTEADO o
92615121 FINO
42 MOTEADO Tt
92426241 FINO
65 HOMOGENEO | +++
91271741
50 HOMOGENEO | +++

91841671
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91660171 | 53 HOMOGENEO
91527571 | 28 HOMOGENEO
MOTEADO
MOTEADO ++
91343981 | 45 FINO +++ + L ||
18 HOMOGENEO +++ ++
91471051
38 HOMOGENEO +++ ++
92696501
37 MOTEADO +++ + |+
91747981 FINO
78 MOTEADO + -t
92140561 FINO
92545281 | 60 HOMOGENEO
MOTEADO
92235131 | 77 FINO
926602946 | 61 HOMOGENEO ++
92575641 | 71 CENTROMERO ++ ++
MOTEADO
92671371 | 71 FINO T+ |+
HOMOGENEO
92124071 | 40
91789541 | 79 HOMOGENEO N
MOTEADO
92469051 | 82 ++
MOTEADO
91845801 | 45 GRUESO




Anexo N° 4.

DESCRIPCION GRAFICA DEL EUROLineScan

EurolineScan - Evaluacion

Protocolo: ENA PLUS 28/02 Fecha: 28/02/2020
Realizado por: EUROBIotOne Impreso: 28/02/2020
ID pacie = e ————————
Nombre ';‘:ciam. ' EUROLINE / Allergy | EUROASSAY T Westernblot i
:L'HT\OI‘O de laboratoric  -Abreviatura Resuitados visturs
P:’::g? de tira %"’::‘;‘M- Resultado %r{‘:r:;faad e S e
1 091427017 : W%
Ana_DFs

2 092120891

Ana_DFS
3 081812061

Ana_DFS
4 092124071

Ana_DFS
5 091789541

Ana_DFS
6 0924899328

73

Ana_DFS
7 092523541
Ana_DFS
8 091793311
Ana_DFS
9 091808861
Ana_DFS
10 092068801
—— I s S
NUC | DNA PCNA CB |
2 2 1
Ana_DFS
11 092231931
Ana_DFS

412 091403241

Ana_DFS



