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INTRODUCCION

Las enfermedades reumdticas® engloban al conjunto de procesos patolégicos que afectan
principalmente al sistema musculoesquelético, al metabolismo del hueso y al tejido conectivo;
estas ultimas también llamadas conectivopatias, colagenosis o enfermedades autoinmunes
sistémicas (EAS).

Las enfermedades autoinmunes (EAI) son un grupo complejo y heterogéneo de entidades
clinicas, que resultan de la interaccién entre factores genéticos, epigenéticos, inmunolégicos y
medioambientales.

Cerca del 5% de la poblacidon mundial se ve afectada por enfermedades autoinmunes sistémicas
(EAS) y drgano-especificas (EAOE)?. No obstante, los estudios epidemioldgicos son complejos
porque requiere muestras poblacionales muy grandes para poder estimar la prevalencia de
estas enfermedades en poblacién general. En Espaia, el primer intento lo llevé a cabo la
Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) con el estudio EPISER 2000, y actualizado
posteriormente con el EPISER 20163 pero no ofrecen una prevalencia global sino cifras de
prevalencia en enfermedades concretas. En el afio 2017, se publica en la Revista Espafiola de
Salud Publica, perteneciente al Ministerio de Sanidad, un estudio que estima una prevalencia
del 6,39%* para las EAl en Espafia.

Los autoanticuerpos son la marca distintiva de la autoinmunidad siendo los anticuerpos
antinucleares (ANA) los mas caracteristicos de las EAS, junto con los anticuerpos anti-ADN de
doble cadena (anti-ADNdc) y anticuerpos contra antigenos extraibles del nucleo (anti-ENA).
Desde el punto de vista clinico, la deteccidn de estos autoanticuerpos es util para el diagndstico
y prondstico en las EAS3,

Los autoanticuerpos se producen por la ruptura de la tolerancia inmune, bien sea por la
eliminacion ineficaz de los desechos de los procesos apoptéticos o por la modificacién de
proteinas propias, que genera nuevos antigenos durante la respuesta inmunoldgica. La mayoria
de estos autoanticuerpos pueden identificarse afios antes del inicio de las EAS y no son una
simple consecuencia del proceso inflamatorio®. Por este motivo es importante su deteccién
durante la evolucién hacia la presentacién clinica de la enfermedad.

Se ha planteado que existen distintas fases prodrémicas antes del desarrollo de las EAl vy, la
investigacion con modelos predictivos basados en la determinacién de autoanticuerpos, apunta
a un futuro donde se pueda realizar una prevencién primaria que impida o retrase la aparicion
de la enfermedad®”>.

Para su diagndstico, y a pesar de los afios desde su implantacidn, la inmunofluorescencia
indirecta (IFl) utilizando células HEp-2 continla siendo una de las técnicas mas utilizadas en los
estudios de autoinmunidad y se considera el test de referencia o «gold standard» para el cribado
de los ANA®.

Los criterios de clasificacion de EAS propuesto por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR)
y la Alianza Europea de Asociaciones de Reumatologia (EULAR) siguen recomendando que
cualquier método nuevo de determinaciéon de ANA debe ser igual o superior al rendimiento
diagndstico de la IFI°.

En los ultimos afos se ha producido un importante avance en el conocimiento de diferentes EAS
gracias al desarrollo tecnolégico desde la IFI hasta los nuevos ensayos en fase solida (EFS) «solid
phase assays» (SPA) mediante ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA),

19



INTRODUCCION

inmunoensayo de quimioluminiscencia (CIA), ensayos de inmunotransferencia y tecnologias
multianalito’.

Conviene recordar que cuando se obtiene un resultado positivo para ANA en células HEp-2 se
necesitan mas estudios para identificar los autoanticuerpos especificos responsable del patrén
IFl, como anti-ADNdc o anti-ENA. La presencia de ANA por IFl sin otros autoanticuerpos no es
especifico porque su prevalencia en poblacidon sana es relativamente alta y aumenta con la
edad8,9,10,11.

Por ello, al solicitar una prueba de ANA debemos tener en cuenta la probabilidad pre-test de la
poblacién a estudio, sabiendo que las EAl tienen mayor incidencia en sujetos jévenes y mujeres
de mediana edad, y ésta disminuye en poblaciones de edad avanzada®2.

Independientemente de estas consideraciones, la solicitud de ANA ha aumentado en los ultimos
afios en poblaciones con probabilidad pre-test muy baja como los ancianos. Es importante
conocer este hecho, puesto que la probabilidad post-test de una enfermedad asociada con una
prueba en particular se puede estimar en funcién de la probabilidad pre-test y la razén de
verosimilitud (RV)**!*, Debido a esta baja probabilidad pre-test, la probabilidad post-test para la
positividad de los ANA también es baja.

El método de IFI que utiliza células HEp-2 para la detecciéon de ANA es un proceso laborioso que
necesita profesionales cualificados. A pesar de su sensibilidad, la IFl en HEp-2 tiene una alta
variabilidad interobservador y una baja especificidad®.

La positividad de los ANA también estd presente en muchas otras condiciones diferentes a las
EAS, como enfermedades infecciosas'®!’, procesos inflamatorios®, procesos neoplasicos,
poblacién envejecida’®?®?!, etc. También aumenta su positividad con el nimero de
enfermedades asociadas y el incremento de solicitudes por parte de los médicos?. Sin embargo,
el inicio de las EAS continta siendo mas frecuente a edades mas tempranas??23,

En ocasiones, la IFl sobre células HEp-2 puede no ser capaz de detectar ciertos autoanticuerpos
debido a la baja abundancia del antigeno o por el método de fijacidn utilizado?*2>2627.2829 por
este motivo se han buscado alternativas como los ensayos en fase sélida para el cribado de los
autoanticuerpos mads frecuentes asociados a EAl mas prevalentes, y para confirmar su
especificidad en el caso de obtener un resultado de cribado positivos con el método de IFI. Estos
ensayos incluyen principalmente el ELISA, la CIA, el inmunoensayo enzimatico fluorescente
(FEIA), asi como los ensayos multianalitos mas recientes, como el inmunoensayo de particulas
direccionable por laser (ALBIA) y la tecnologia de multianalito basada en particulas (PMAT)%,

Los EFS son menos sensibles pero mas especificos para la deteccidon de EAS asociadas a ANA
respecto a la IFI®3!, Es fundamental conocer los diferentes puntos de corte que utilizan los
ensayos para dar un resultado como positivo ya que las diferencias observadas en el
rendimiento entre ensayos estd relacionado en gran medida con ellos3*%3, Varios trabajos han
analizado el uso de IFl o EFS para detectar ANA segun el flujo de trabajo del centro y se ha
demostrado que la combinacién de resultados de ambos ensayos es mas precisa que cualquiera
de ellos por separado. Este enfoque podria tener un valor de diagndstico, ya que los resultados
doble positivo o negativo por ambas técnicas tienen un rendimiento diagndstico mayor3#3>,

Hay pocos estudios sobre el desempefio de los EFS, solos o en combinacidn en poblaciones no
seleccionadas, y especialmente en cohortes con una baja probabilidad pre-test de EAS,
condiciones que se ajustan a la tendencia actual de solicitud de ANA por parte de los médicos.
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Por otro lado, en los ultimos afios ha crecido el interés entre la relacion de los ANA con diferentes
caracteristicas sociodemograficas de la poblacién. Algunos informes sugieren una mayor
prevalencia de ANA en mujeres y personas mayores, pero se desconoce en gran medida la
asociacion entre ANA y otros factores sociodemograficos.

1.1 Antecedentes histdricos

La primera evidencia de la existencia de anticuerpos antinucleares (ANA) fue la descripcién del
fenémeno de células LE por el hematélogo Malcolm Hargraves en 1948 en la Clinica Mayo
(Minnesota, EEUU)3%%,

Tras un periodo de «silencio inmunoldgico» a principios del siglo XX, se inicia a finales de la
década de 1940 un periodo de intensa investigacién citolégica en el drea de la hematopoyesis
que coincide con el interés de la Clinica Mayo (EEUU) en desarrollar como procedimiento
diagndstico la biopsia de médula dseay, en desarrollar una linea de investigacién centrada en el
lupus eritematoso sistémico (LES).

En 1948, en este ambiente investigador, y tras estudiar preparaciones de médula dsea de
pacientes con LES, el hematdlogo Malcolm Hargraves et al. describen las «células LE»3®%7,

Las células LE son leucocitos —normalmente neutrdfilos o macréfagos— que han fagocitado
desechos nucleares de células muertas opsonizadas por autoanticuerpos y complemento. Este
hallazgo origind la hipdtesis de que la fisiopatologia del LES podia estar relacionado con
respuestas autoinmunes e inflamatorias que involucran proteinas nucleares.

Posteriormente, en 1949, demostrd que la adicién de plasma de enfermos con lupus activo a
preparaciones de médula dsea de sujetos sanos inducia el fendmeno LE. Todo esto hizo pensar
que se requeria de algin componente del plasma de estos enfermos para el desarrollo de este
fenémeno?’3,

Esta observacion fue la base para postular el mecanismo autoinmune de la enfermedad. Un afio
después, dos laboratorios de investigacion confirmaron de forma independiente la naturaleza
inducible del fendmeno LE tras la incubacion de células de médula dsea de sujetos sanos con
plasma de los pacientes con LES. De esta manera se inicia el estudio de los ANA%,

En 1957, casi una década después, Halsted Holman y Henry Kunkel del Rockefeller Institute for
Medical Research de Nueva York, publican un articulo en la revista Science donde demuestran
que el fendmeno LE consiste en autoanticuerpos que se unen a elementos nucleares®. Este
hallazgo fue crucial para el inicio de los laboratorios de inmunologia en el diagndstico del lupus.

La deteccidn de células LE no se utiliza practicamente en la actualidad, por ser una técnica dificil
de preparar y estandarizar, ademas de ser menos sensible y especifica que los ensayos actuales.
Sin embargo, su utilizacién temprana ayudd a preparar el escenario para la aplicacion posterior
de técnicas mas modernas con lineas celulares optimizadas (HEp-2 y HEp-2000) para la
deteccion de los ANA.

En 1961 Naomi Rothfield et al. observaron que las células LE no se encuentran en la cuarta parte
de los pacientes con lupus, lo que demostrd su baja sensibilidad?®.

A la descripcidn de las células LE siguid la identificacién de los anticuerpos anti-ADN en 19574,
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Uno afio mas tarde, en 1958, Friou et al. en la universidad de Yale (EEUU) introducen la técnica
de inmunofluorescencia indirecta (IFl) con puntos de corte para la deteccién de ANA*>43,

Entre los ANA destacan los anticuerpos anti-ENA, descritos en 1959 por Holman y Robbin, y
dirigidos contra antigenos proteicos nucleares extraibles del nucleo celular mediante soluciones
salinas de baja fuerza idnica. El término ENA se referia inicialmente a los antigenos SSA/Ro de
60 kDa, SSB/La, UL1-RNP y Sm, este tltimo descubierto por Kunkel y Tan en 1966%,

En 1961, Swanson Beck describié mediante IFl tres de los patrones clasicos de los ANA
(homogéneo, moteado y nucleolar); introduciendo asi la importancia del patrén de los ANA en
la practica clinica**647,

En la década de 1970 se desarrollaron otras técnicas como la contrainmunoelectroforesis (CIEF),
Western blot (o electrotransferencia) y ELISA, que continuaban los estudios iniciales de
diagndstico por IFI de Coons, Kaplan y Weller a principios de la década de 1950, utilizando
secciones crioconservadas de tejidos hepatico de roedores como sustrato principal durante
muchos afios”**. Posteriormente se introdujo el uso de células epiteliales humanas de tipo 2
(células HEp-2), derivadas de carcinoma de laringe, que tenian la ventaja frente a las secciones
de drganos primarios de disponer de un nucleo grande y presentar entre ellas diferentes fases
del ciclo de divisién celular, lo cual permitia detectar anticuerpos dirigidos frente a ciertos
antigenos nucleares especificos del ciclo celular’#4,

Por lo tanto, se puede considerar a la mitad de la década de 1970 como la fecha de inicio en la
deteccion de ANA utilizando como sustrato células de la linea celular HEp-2. Este importante
cambio metodoldgico facilitd el estudio de los ANA en el laboratorio, convirtiéndose en un
criterio diagndstico para el LES. A partir de ese momento, el empleo de los ANA como prueba
de cribado se ha generalizado en la practica clinica hasta convertirse en una prueba de primer
nivel para el diagndstico de laboratorio de EAS.

1.2 Anticuerpos

El reconocimiento de los antigenos es la base sobre la que se asienta la respuesta inmunitaria
adaptativa, tanto en el caso de los linfocitos B como de los linfocitos T*. Las inmunoglobulinas
(Igs) son las moléculas especificas de los linfocitos B que reconocen al antigeno. Cada individuo
sintetiza una gran variedad de Igs diferentes que le permiten reconocer una variedad
practicamente ilimitada de antigenos.

Las Igs se encuentran en la membrana de los linfocitos B constituyendo su receptor para el
antigeno «B-cell receptor» (BCR) de estas células. Cuando los linfocitos B reconocen un antigeno,
se diferencian a células plasmaticas y secretan al exterior Igs solubles con la misma especificidad
antigénica, denominandose entonces anticuerpos. Los anticuerpos estan presentes en el suero,
en las secreciones mucosas y en los fluidos intersticiales de los tejidos. Son capaces de
neutralizar los antigenos y desencadenar diversos mecanismos efectores, como la activacion del
complemento y de los fagocitos, lo que permite la eliminacidn de los patdégenos y sus moléculas
toxicas.

Se llama antigeno a cualquier molécula a la que puede unirse de forma especifica un anticuerpo.
La mayoria de los antigenos frente a los que se desencadena una respuesta inmunitaria mediada
por anticuerpos son proteinas. Debido a que las moléculas antigénicas son mucho mas grandes
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que su regién de unidén con el anticuerpo, este se une Unicamente a pequefias regiones
denominadas epitopos o determinantes antigénicos.

1.3 Errores de la inmunidad: autoinmunidad

La respuesta inmunitaria es generalmente beneficiosa para nuestro organismo, pero a veces
reacciona de una forma desproporcionada o aberrante contra antigenos que resultan
inofensivos para la mayoria de los individuos. La autoinmunidad se define como una respuesta
inmunitaria adaptativa especifica contra un antigeno propio o autoantigeno. También incluye la
respuesta inmunitaria frente a lo propio producida por un dafio colateral durante un ataque
especifico a lo no propio®.

La respuesta adaptativa es capaz de responder a una variedad practicamente ilimitada de
antigenos diferentes, debido al amplio repertorio de receptores para el antigeno que poseen
sus linfocitos Ty B. Sin embargo, debido a que la generacién de dicho repertorio es aleatoria, es
inevitable que se generen linfocitos T o B autorreactivos que puedan reconocer autoantigenos.
Estas células autorreactivas son eliminadas o controladas por distintos mecanismos que
aseguran la tolerancia a lo propio*®*. En algunos individuos ciertos linfocitos T o B especificos
para un autoantigeno se escapan de estos mecanismos de tolerancia y son capaces de atacar los
tejidos donde se localiza este autoantigeno, desencadenando la autoinmunidad. La activacién
de células del sistema inmunitario innato, como las células dendriticas, puede romper el estado
de tolerancia e inducir autoinmunidad mediante un estimulo de linfocitos T autorreactivos.

La autoinmunidad no se produce por un fallo general en los mecanismos generadores de
tolerancia, sino por fallos puntuales en dichos mecanismos frente a ciertos autoantigenos. Se
desconoce la causa de las enfermedades autoinmunitarias, aunque en la predisposicién a la
autoinmunidad participan distintos factores ambientales y del huésped, como factores
genéticos y epigenéticos, al mismo tiempo que alteraciones de varios sistemas del organismo.
Las manifestaciones clinicas dependen de la interaccion de esos factores.

Los mecanismos de tolerancia tienen una eficiencia muy elevada, por ello se cree que la
autoinmunidad podria reflejar la activaciéon desafortunada de algunas células potencialmente
autorreactivas en estado de anergia o ignorancia inmunoldgica*®*’*°. Solo algunos
autoantigenos inducen autoinmunidad, y suelen ser aquellos para los que es dificil generar
tolerancia central o periférica.

El proceso autoinmunitario se genera a lo largo de distintas fases que van desde la
predisposicién hasta la propagacion. Este tipo de enfermedades tienden a ser crénicas y
generalmente duran toda la vida. Individualmente la mayoria de EAIl son poco frecuentes, pero
conjuntamente afectan a mas del 5% de la poblacién de los paises occidentales, constituyendo
uno de los grupos de enfermedades mas prevalentes.

1.4 Enfermedades autoinmunes sistémicas y organo-especificas

Las EAI se clasifican clasicamente en drgano-especificas (EAOE) y no érgano-especificas (o
sistémicas), dependiendo de si la respuesta estd dirigida principalmente frente a antigenos
localizados en un tejido especifico o frente a antigenos sistémicos, respectivamente*’,

Esta clasificacion es util clinicamente, pero no tiene en cuenta los mecanismos inmunolégicos
implicados en su patogenia. Por ello, las enfermedades autoinmunes se pueden clasificar en
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funcién del mecanismo inmunoldgico que las causa. En la practica clinica, estos mecanismos son
los que se investigan en los laboratorios de rutina clinica, tanto en sangre como en la anatomia
patoldgica de tejidos, para diagnosticar estas enfermedades. En la autoinmunidad, la reaccion
inmune mas frecuente es la de tipo Il, que son aquellas medidas por anticuerpos o
citotoxicas*®*.

1.5 Anticuerpos antinucleares (ANA)

Aunque la comunidad cientifica generalmente habla de ANA, el concepto se refiere a
anticuerpos anticelulares (nucleares, citoplasmaticos y mitéticos)®.

Histéricamente, solo se denominaban ANA los anticuerpos dirigidos contra antigenos del ndcleo
celular (antigenos nucleares). De manera similar, el término antigeno extraible del nicleo (ENA)
descrito en 1959 por Holman y Robbins, se utilizd para un grupo de antigenos nucleares
extraibles mediante soluciones salinas. Hoy en dia, con la identificacién de nuevos
autoantigenos dentro de varios compartimentos de la célula, la nomenclatura se ha vuelto
imprecisa y confusa. Esta terminologia ha sido adoptada incluso en la nomenclatura de los kits
comerciales de autoanticuerpos. Hay plataformas en fase sdlida con autoanticuerpos que a
menudo denominan ANA o ENA a perfiles que contienen antigenos nucleares relativamente
insolubles como ADNdc u otras dianas citoplasmaticas como anti-P ribosomal o anti-Jo-1. Por lo
tanto, desde hace afios ha sido necesaria la estandarizacién de esta nomenclatura®>°%52,

Desde su formacion en 2014-2015, el grupo de trabajo ‘International Consensus on ANA
Patterns’ (ICAP) *°5! ha realizado esfuerzos para armonizar la nomenclatura del patrén de ANA
en células HEp-2. El dltimo Taller-ICAP se realizé en septiembre de 2021°? como satélite de la
reunion del 152 Simposio en Dresde (Alemania) sobre autoanticuerpos; describiendo 29 tipos
de patrones diferentes en células HEp-2, agrupados en nucleares, citoplasmaticos y mitéticos.
De acuerdo con la estrategia de consenso varios patrones son de reporte obligatorio (nivel
competente) mientras que otros requieren un mayor nivel de experiencia para su identificacion
(nivel experto). Debido a que la prueba de ANA en linea HEp-2 revela reactividad no sélo a
antigenos nucleares sino también a antigenos citoplasmaticos y mitéticos, el término
anticuerpos anti-células «anti-cell» (AC), propuesto por ICAP, es cada vez mas utilizado por los
investigadores °Z.

Sin embargo, este término se estd implementando lentamente en la préctica clinica. La
nomenclatura de patrones ANA utilizada por la mayoria de los hospitales incluyen patrones
nucleares, como: homogéneo (AC-1), moteado (AC-4, 5), nucleolar (AC-8-10) y centrémero (AC-
3), junto con reticular/AMA (AC-21). Sin embargo, los patrones restantes, ya sean nucleares,
citoplasmdticos o mitdticos, a veces denominados como patrones infrecuentes, no deben
olvidarse. Estos patrones definidos por ICAP ayudan a identificar diferentes enfermedades
autoinmunes, incluidas las drgano-especificas y las no érgano-especificas, en ausencia de
especificidades asociadas®®. Se debe tener en cuenta que estamos ante una explosién de
autoanticuerpos, con mas de 200 en el LES, 60 en el SScy 25 en el MIl’.
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Figura 1. Patrones en HEp-2
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Las recomendaciones del grupo de enfermedades autoinmunes (GEAI) de la Sociedad Espafiola
de Inmunologia (SEl) en base a las recomendaciones de consenso del ‘European Autoimmunity
Standardization Initiative’ (EASI) y de la ‘International Union of Immunologic Societies/World
health Organization/Arthritis Foundation/Centers for Disease Control and Prevention’
(IUIS/WHO/AF/CDC) son las siguientes:

1. La técnica de eleccidon para la determinacion de anticuerpos antinucleares (ANA) es la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre células HEp-2 (o sus variedades)*”5%>:

e Elresultado se debe informar como negativo o positivo con titulo y patrén.

e Paraladenominacion del patrén es recomendable utilizar la nomenclatura consenso
de la ICAP?®,

e Ladilucién inicial en el cribado de los ANA debe ser como minimo 1/80, y la dilucién
maxima no exceder de 1/1280.

e El patrény el titulo de ANA deben condicionar la busqueda eficiente de anticuerpos
frente a las especificidades de ANA que mas se asocien al patréon detectado. Esto es
especialmente importante para patrones especificos con fuerte asociacién con
enfermedades concretas: nucleolar, citoplasmatico, centrdmero, patrones
asociados a hepatopatias, ya que ambos, patron y titulo estan directamente
asociados a la probabilidad de enfermedad®”->2,

e En el caso de que el patrédn de ANA no sea tan especifico de antigenos concretos se
puede hacer un cribado con técnicas que utilicen mezclas antigénicas y la posterior
caracterizaciéon de las especificidades antigénicas individualizadas si el cribado
resulta positivo.

e Cuando los ANA tiene un patron muy especifico asociado a un antigeno concreto
gue no varia con el curso de la enfermedad, no deberia repetirse.
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2. Si la determinacion inicial de ANA se realizara mediante técnicas de enzimoinmunoanalisis,
éstas deben incluir extractos de células HEp-2 que pueden estar enriquecidos ademas con
mezclas de antigenos. En el caso de resultados positivos, se debera realizar otra técnica para
identificar las especificidades antigénicas de forma individualizada. En estos casos también es
conveniente realizar IFl sobre HEp-2, para comprobar que el patron de ANA concuerda con el
resultado obtenido. El empleo alternativo de estos ensayos en fase sélida se presenta como una
opcidén en expansion para la determinaciéon de ANA, pero su equivalencia con las técnicas de
ANA-IFI no estan estandarizadas®®.

3. Cuando los ANA son negativos no procede realizar determinaciones de anticuerpos frente
especificidades claramente localizadas en el nicleo. Si se sospecha patologia autoinmune
asociada a antigenos citoplasmaticos se deben realizar cribados en fase sdlida o perfiles de
antigenos especificos.

4. Para la determinacion de anticuerpos anti ADNdc es preferible usar métodos cuantitativos y
si el resultado es positivo, comprobar si son anticuerpos de media-alta avidez por otras técnicas
como Inmunofluorescencia indirecta sobre Crithidia lucilae (CLIFT) o Radioinmunoanalisis (RIA).

5. La determinacion de ANA y de sus especificidades, a excepcion del ADNdc, no se debe repetir
hasta que no hayan pasado al menos 3 meses.

6. Es muy importante la comunicacién fluida y constante con el clinico peticionario para una
adecuada valoracién de los resultados y la ampliacién del estudio en el contexto del cuadro
clinico del paciente.

1.6 Presente de las pruebas de deteccidn de autoanticuerpos

1.6.1 Metodologia en el laboratorio de autoinmunidad

Los inmunoensayos son las técnicas de deteccion basadas en la reaccidon antigeno-
anticuerpo®®®’; son de gran importancia para el diagndstico de enfermedades, estimar el grado
de respuesta inmunitaria humoral y la identificacién de moléculas de interés médico. Se
diferencian unos de otros en la rapidez y sensibilidad: algunos son estrictamente cualitativos

mientras que otros permiten cuantificar sustancias.

La reaccion Ag-Ac va a depender de las regiones hipervariables del anticuerpo (o CDR; tres en la
cadena pesaday tres en la cadena ligera), que constituyen el paratopo o puntos de contacto con
el epitopo (o determinante antigénico) del antigeno.

La deteccion y cuantificacion de autoanticuerpos es diferente de la medicion de otros
pardmetros bioquimicos. La respuesta inmune es distinta en cada individuo, pudiendo existir
varios enfermos con la misma patologia autoinmune y distintos perfiles de autoinmunidad.
Ademas, la respuesta inmune es policlonal y el perfil de autoanticuerpos puede cambiar con el
curso de la enfermedad, pues, una vez se modifica la tolerancia, aumenta la predisposicion a
sintetizar nuevos autoanticuerpos.

Todos los métodos utilizados en el laboratorio de autoinmunidad son métodos de
inmunoensayo®:

26



INTRODUCCION

¢ |IFI (Inmunofluorescencia indirecta) o IFA (ImmunoFluorescence Assay)

¢ EIA (Enzime ImmunoAssay o inmunoensayos enzimaticos): ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay o ensayo inmunoabsorbente), FEIA (Fluoro-Enzyme
ImmunoAssay o inmunoensayo enzimatico fluorescente) e inmunoblot

¢ CIA (Chemiluminescence ImmunoAssay o inmunoensayos de quimioluminiscencia)
o CLIA (ChemiLuminescence ImmunoAssay)

e ALBIA (Addressable laser bead immunoassay o inmunoensayo de particulas
direccionable por laser)

e Técnicas multiplex

Los laboratorios de autoinmunidad utilizan varios de estos métodos y los facultativos deben
saber que pueden existir discrepancias segun la técnica utilizada por la diferencia en el rango de
medida de los inmunoensayos, por eso, como explicaremos mas adelante siempre se deberia
ofrecer un resultado de autoinmunidad indicando el método utilizado.

Los diferentes métodos de inmunoensayo se diferencian en:

- Soporte al que se une el antigeno: segun la técnica utilizada, la matriz donde se realice la
reaccion Ag-Ac sera sdlida (precipitacion), pegada a un plastico o papel (ELISA, Western blot, de
flujo lateral) o liquida (nefelometria, citometria).

- Compuesto unido al conjugado: para detectar antigenos en soluciéon se utilizan unas
determinadas técnicas (precipitacion, ELISA, Western blot, RIA), y para detectarlas sobre una
célula o tejido se utilizan otras (citometria, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica).

La especificidad de un anticuerpo® es su capacidad de distinguir entre varios antigenos
similares. Algunos anticuerpos son capaces de distinguir y reconocer un antigeno entre 108
moléculas similares. Eso hace que sea posible realizar técnicas muy sensibles y especificas sin
previa purificaciéon de las muestras a analizar (por ejemplo, suero o células de sangre). El titulo
de un anticuerpo es la dilucién de este que es capaz de unir al 50% del antigeno. Segun la técnica
nos puede interesar un antisuero policlonal (que reconozca diferentes epitopos de un mismo
antigeno, como en la precipitaciéon) o un anticuerpo monoclonal (como en el ELISA y la
citometria).
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Figura 2: Rango de medida de diferentes tipos de Inmunoensayos
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En el caso de la IFl el antigeno estd en un portaobjetos; en el ELISA en un pocillo de una
microplaca; en el inmunoblot en una membrana de nitrocelulosa; en la FEIA en un CAP de
celulosa; en la CIA en una particula paramagnética y en las técnicas multiplex en microesferas.
Respecto al conjugado, en todos los casos es una anti-inmunoglobulina humana (IgG, IgA, IgM)
unida al fluorocromo FITC en la IFl, a una enzima en el EIA (fosfatasa alcalina/ peroxidasa para
ELISA e inmunoblot, y B-galactosidasa para el FEIA), a un compuesto quimioluminiscente en la
CIA, o a un fluorocromo en las técnicas multiplex®.

A continuacién, se explican brevemente las diferentes técnicas antes de centrarnos en las
utilizadas para la presente tesis doctoral:

El inmunoensayo enzimatico denominado ELISA es la técnica mas utilizada en la actualidad para
cuantificar antigenos solubles en la mayor parte de los fluidos corporales o medios de cultivo en
el laboratorio. Es un inmunoensayo en medio liquido, donde uno de los componentes (Ag o AC)
esta absorbido sobre un plastico. Se debe tener disponibles anticuerpos monoclonales para el
antigeno que se quiere cuantificar (o antigenos purificados si lo que se quiere cuantificar son
anticuerpos). En autoinmunidad se utilizan varios tipos (indirecto, sandwich o de captura y
competitivo). La enzima del conjugado cataliza una reaccidn en la que el sustrato se convierte
en un producto coloreado soluble, cuya densidad dptica (DO) se mide en el espectrofotometro
del analizador. Actualmente, todos los analizadores automaticos realizan la técnica y calculan
los resultados®®.

Las técnicas de inmunofluorescencia son inmunoensayos en los que el anticuerpo esta acoplado
por su porcion Fc a una sustancia fluorescente o fluorocromo. Estas técnicas se van a utilizar
normalmente sobre células en suspension o fijadas a portaobjetos. Hablamos de
inmunofluorescencia directa o indirecta en funcién de si entre dicho anticuerpo fluorescente y
el antigeno hay (indirecta) o no (directa) otro anticuerpo sin marcar®.

28



INTRODUCCION

La IFl es una técnica sencilla en la que, durante la primera incubacién, el suero diluido del
paciente se incuba en los portaobjetos. Posteriormente hay un lavado para eliminar lo que no
se ha unido, incubacién con el conjugado, ultimo lavado y visualizacién al microscopio de
fluorescencia. Es conveniente incluir controles para verificar que la técnica ha transcurrido
correctamente®.

En el caso del FEIA, la enzima del conjugado cataliza una reaccién, generandose un producto
fluorescente que se cuantifica en el fluorimetro del analizador®.

En el inmunoblot el producto de la reacciéon es insoluble y precipita en la membrana de nitro-
celulosa®.

En la CIA, el conjugado lleva unido un compuesto quimioluminiscente que, al reaccionar con los
activadores, produce emisién de luz que se cuantifica en el luminémetro del equipo®..

Respecto a las técnicas multiplex, las microesferas llevan diferentes proporciones de dos
fluorocromos que determinan el tipo de particula. El tercer fluorocromo va unido al conjugado
y mediante dos laseres se detecta el tipo de particula y se cuantifica®.

1.6.2 Ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFl) sobre células HEp-2

La IFl sobre células HEp-2 es el método de eleccion recomendado por el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) y la Alianza Europea de Asociaciones de Reumatologia (EULAR) para el
cribado de los ANA.

Los ensayos por IFl se introdujeron hace mas de 50 afios y continda siendo la técnica
convencional mas utilizada para detectar los ANA. Detecta gran cantidad de autoanticuerpos
que se unen a los antigenos nucleares.

Las células HEp-2 (células epiteliales procedentes de un laringioma humano) representan un
sustrato ideal para la identificacion de ANA ya que son células aisladas en monocapa, con
grandes nucleos y nucléolos, asi como todos los estadios del ciclo celular®2. Presenta la ventaja
de tener mas de 150 antigenos en su conformacién nativa. El ICAP tiene descrito 30 patrones de
fluorescencia que se pueden visualizar en estas células®®®2,

Para su realizacion, se requiere en primer lugar suero del paciente que se diluye a titulo 1/80 o
superior y, posteriormente se superpone sobre la preparacion de las células HEp-2 permitiendo
de esta forma que los anticuerpos del paciente se unan con los antigenos diana presentes en
estas células. Después se realiza un lavado con una solucién tamponada (o buffer) y se aplica
una solucion con IgG antihumana acoplada a un fluorocromo que se une al complejo antigeno-
anticuerpo presente en la muestra. Finalmente, tras un segundo lavado que retire los
anticuerpos fluorescentes que no se unieron, se puede observar el resultado mediante un
microscopio equipado con una fuente de luz ultravioleta.
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Figura 3: Esquema de la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
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Fuente: Imagen tomada de ref. 59

Figura 4: Ejemplo de patron Homogéneo (AC-1) y Centrémero (AC-3) por IFl
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Fuente: Atlas GEAI de imdgenes en autoinmunidad. Grupo espafiol de autoinmundad. Sociedad espaiiola
de inmunologia. https://atlasautoinmunidad.org/

Estas células permiten detectar anticuerpos contra antigenos que dependen del ciclo celular. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que la deteccion de ANA mediante IFl estd
directamente relacionada con la experiencia del observador y tras ser positivo, el resultado debe
comunicarse a los clinicos de forma estandarizada, incluido el titulo y el patron de
inmunofluorescencia, junto con nomenclatura AC, y las posibles asociaciones de anticuerpos,
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agregando valor a los hallazgos de laboratorio y ayudando con las decisiones clinicas®®. Los
estandares internacionales® recomiendan una segunda prueba que aumente su especificidad,
por medio de ELISA, RIA, electroinmunotransferencia, Western blot o tecnologia multianalito
con el fin de determinar la especificidad antigénica a la cual estan dirigidos los anticuerpos que
en algunos laboratorios ya estdn automatizadas y dependen menos del operador®. Si la
sospecha clinica es alta, se puede solicitar su determinacidn, aun siendo el test de ANA negativo,
en caso de especificidades Jo-1, ribosomal y SSA/Ro (especialmente si se ha realizado por IFl).
De la misma manera, si se utilizan otros métodos alternativos, se debe tener en cuenta la
posibilidad de obtener falsos negativos y positivos®®. En caso de elevada sospecha clinica,
aunque el método alternativo sea negativo, se debera realizar la IFl. El informe de resultados
debe indicar siempre el método utilizado.

Una de las novedades de esta clasificacién en los Ultimos afios es la inclusién del patrén granular
fino denso (dense fine speckled) como un patron con entidad propia cuya especificidad se
denomina DFS70. Las conclusiones de la bibliografia mas reciente afirman que su identificacion
al microscopio es compleja —confirmacion por métodos alternativos— y que su presencia
aislada es muy baja en las EAI del tejido conectivo®; por lo que su positividad es til para
descartar razonablemente una EAS.

En el dltimo Congreso de la SEl (Zaragoza, 2017) se realiz6 una encuesta a 71 facultativos
presentes en la reunidn sobre el método de cribado que utilizaban para determinar los ANA. El
69% utilizaba la IFl, el 18,31% diferentes métodos en funcién del médico solicitante, el 7,04%
método multiplex y el 5,63% empleaba ELISA / FEIA o CIA.

Figura 5: Algoritmo general de estudio de ANA, ENA y dsDNA
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Fuente: Imagen tomada de ref. 60.
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Por lo tanto, la IFl ofrece muchas ventajas: Es un método sensible, econdmico, tiene gran
variedad de autoantigenos naturales (>100), algunos autoanticuerpos pueden identificarse
como positivos sin test de confirmacidn (ej: anti-centrémero), facil de reproducir, de realizar y
accesible para muchos laboratorios.

Pero también presenta algunas desventajas: estandarizacién, subjetividad, necesidad de
personal especializado, variabilidad interobservador, baja especificidad y baja sensibilidad para
ciertos autoanticuerpos importantes como Jo-1, P-ribosomal, SS-A/Ro60 y Ro52 (TRIM21)
debido a la baja abundancia del antigeno o por el método de fijacidon?®, debido al hecho de que
los ANA pueden estar presentes en pacientes con EAS, pero también en pacientes con
enfermedades infecciosas, procesos inflamatorios y en individuos sanos con el aumento de la
edad®®. Se debe tener en cuenta que el inicio de las EAI suele ocurrir en sujetos jévenes y no en
edades avanzadas.

Respecto a la estandarizacidn®®, los principales factores que influyen son: las diluciones de
cribado (recomendado 1/160 o percentil 95 de la poblacidn), el peticionario (especialidad
hospitalaria o desde Atencion Primaria), el fabricante de los portaobjetos (cultivo celular y
fijacién), el tipo de conjugado (recomendado anti-IgG) y el microscopio.

1.6.3 Nuevos ensayos en fase sélida (EFS)

En la Ultima década, se han desarrollado nuevos ensayos para intentar reemplazar la IFl, debido
al aumento de la solicitud de este tipo de pruebas y a la centralizacion de ciertos servicios de
laboratorio.

El método de eleccion para el cribado de los ANA continta siendo la IFI, pero siempre que haya
sintomas sugestivos de EAS, independientemente de que el resultado sea positivo o negativo,
se deben realizar EFS para determinar la especificidad de los autoanticuerpos.

En los ultimos afios han surgido diferentes EFS incluido el ELISA, el inmunoensayo ligado a
enzimas fluorométrico (FEIA), el inmunoensayo de quimioluminiscencia (CIA), o el
inmunoensayo de particulas direccionable por laser (ALBIA). Estos ensayos cada vez estan mas
presentes en los laboratorios de inmunologia para detectar ANA asociados a EAS, y para
confirmar la especificidad de los autoanticuerpos en los casos positivos mediante IFI®.

Para el cribado mediante EFS se utiliza una mezcla de autoantigenos relevantes: purificados o
recombinantes y especificos contra autoanticuerpos que pueden estar presente en las muestras
de suero. Se recubre la placa en el caso de ELISA y FEIA, o una perla en el caso de CIA. Sin
embargo, cuando se realiza un ensayo de confirmacion, la fase sélida esta recubierta con un solo
autoantigeno especifico.

Si los autoanticuerpos estan presentes en un suero del paciente, en el caso de ELISA, éstos se
unen a su autoantigeno correspondiente mediante una deteccidn del anticuerpo ligado a una
enzima que genera una reaccidon colorimétrica. En el caso de la FEIA es una reaccion
fluorescente, o un sustrato quimioluminiscente en el caso de la CIA. En las lineas de
inmunotransferencia (line blots), tienen una membrana de nitrocelulosa recubierta de
diferentes autoantigenos contra autoanticuerpos que pueden ser detectados usando un
anticuerpo de deteccién ligado a una enzima que genera una reaccidn colorimétrica, como en
el caso de ELISA (Figura 6).
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Figura 6: Esquema de ensayos en fase sdlida (EFS)
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Fuente: Imagen tomada de ref. 59

El punto de corte para un resultado positivo de la prueba se basa en la reactividad de las
muestras control y su comparacidon con otro ensayo de referencia aprobado que utilice las
caracteristicas del operador y receptor.

Estos sistemas tienen la ventaja de ser semiautomaticos, mas especificos en la deteccion de
especificidades de ANA asociadas a EAS3Y%, tener tiempos de respuesta mas rapidos que la IFl,
mejorar el flujo de trabajo del laboratorio sin depender de la especializacidon del inmundlogo y
la capacidad de utilizarlo para la deteccién a gran escala.

Por el contrario, tienen limitaciones importantes como: resultados discordantes de
sensibilidad/especificidad comparado con IFl para el cribado de ANA, diferentes composiciones
antigénicas segun el ensayo (nUmero y origen: purificados, recombinantes, sintéticos), menos
antigenos en comparacion con las células Hep-2 (Tabla 1) y no proveen informacion de patrones.
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Es fundamental tener en cuenta cdmo se eligen los puntos de corte de los ensayos para
considerar un resultado como positivo, ya que las diferencias observadas en el rendimiento
entre ensayos estan relacionadas en gran medida con éstos.

Tabla 1: Inmunoensayos disponibles comercialmente para pruebas de ANA

Automated screening assays Multiplex assays Tine immunoassays/dot blots
macrp A QUANTA Flash  QUANTA Flash CTD vt'\“\"‘ Bio-Plex 2200 ANA AtheNA Multi-Lyte Anti-Nuclear z.{f"‘:ﬂm ANA _'"'{'_“\“’"'""” ANAZISG  ANA-L2Pro  recomLine ANALia
Antigen Symphony ENAT Screen Plus D ALBIA Antibodies (ANA) 10 Profile Advanced BlueDot (BLOT) ANAENA IgG MAX
etect
St Stwae  Diomeics | INOVADiagnostics  Orgentec Bio-Rad Zeus Theradiag  Euroimmunp 100 D-Tek ;i:::"m ;'.::‘:f"f“f\ Do
CLRNP X X X X X X X X X X
ULRNP Sm X X X X X x
UL-RNP 6 " " ¢
kDa X X x
> 4 X b
X X X
SS-A X x x X X X0 x X x x x X X X
RoSTRIVI X x X x X X0 X x X X X
$SBLa X X X X X X X X X x x X X X
Cenomere X x x* x X X X X x* X x %
X x X X x x X X X X X x X
X X X X X X X X X X X X -
X
X X
X X X x X X X X X
X X X X
x
X
X X X X X
X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X
X X X X X
X X X X
X
3 X x
z antibodies; PCNA: Prol
NOTE: RNP and RNP S
Reported outsi
*Contains CENP-A

Fuente: Tomada de ref. 15

1.7 Cambio en el paradigma de solicitud de pruebas ANA

La irrupcién de nuevas técnicas en fase solida para la deteccion de los autoanticuerpos en los
laboratorios de inmunologia ha abierto el campo a su automatizacion. A pesar de la posiciéon de
la ACR y la EULAR, estan surgiendo diferentes preguntas sobre si debemos seguir considerando
la IFI el gold standard o debe ser reemplazado por los EFS’. ¢Deberiamos seguir realizando
diagndsticos basados en algoritmos cldsicos a pesar de estar en la época de las nuevas
plataformas de diagndstico autoinmune?

Para intentar responder esta pregunta debemos entender cdmo ha evolucionado tanto la
solicitud de ANA cémo la poblaciéon diana a estudio en los Ultimos afos:

La descripcidn de los ANA en la década de los afios cincuenta supuso una revolucién en el ambito
de lainmunologia y la reumatologia. En esa época, los pacientes con EAIl eran diagnosticados en
fases avanzadas de su enfermedad por la falta de estandarizacién de los criterios diagndsticos y
de las pruebas complementarias. Por ello, la solicitud de ANA por parte de inmundlogos y
reumatdlogos estaba dirigida a poblacién muy seleccionada con una probabilidad pre-test muy
alta para obtener un resultado positivo. En los ultimos afios, ha aumentado su solicitud debido
al incremento del conocimiento en inmunologia, a la descripcidn de nuevos autoanticuerpos, y
la descripcion de nuevas enfermedades inmunomediadas como el sindrome de Sjégren (SS), la
enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC), la artritis reumatoide (AR), el sindrome
antifosfolipido (SAF), la esclerosis sistémica (ES), las miopatias inflamatorias (Ml); asi como otras
afecciones especificas: las glomerulonefritis, las vasculitis, las encefalitis, las hepatitis
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autoinmune, la colangitis biliar primaria (CBP), la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y la
enfermedad pulmonar intersticial (EPI), donde los fendmenos autoinmunes y los ANA también
juegan un papel relevante’.

Actualmente se ha generalizado tanto que incluso los médicos de familia pueden solicitar la
determinacién desde Atencidén Primaria como parte de la cartera de servicios. Todo esto ha
producido un cambio en la seleccién de poblacién diana con una disminucién en la probabilidad
pre-test de la prueba’®® (Figura 7).

Figura 7: Esquema de la evolucion de la solicitud de ANA
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Fuente: Imagen tomada de ref. 7

Este incremento en el conocimiento de las diferentes EAl se ha producido también gracias a un
importante desarrollo tecnolégico, desde las células LE en los afios cuarenta hasta la IFl, ELISA,
quimioluminiscencia, inmunoblot y el desarrollo en los ultimos afios de la tecnologia
multianalito. En este sentido, Cantabria no ha sido ajena a esta tendencia global de desarrollo y
aumento de peticiones, y también en nuestro laboratorio de inmunologia se ha visto
incrementada la solicitud de estas pruebas (Figura 8 y 9):
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Figura 8: Numero de determinaciones del servicio de inmunologia (periodo 2008 — Septiembre
2023)
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Fuente: Elaboracion propia. Servicio de Inmunologia del HUMV.

Figura 9: Numero de determinaciones de autoanticuerpos del servicio de inmunologia (periodo
2018 -2022)
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Respecto al cambio de la poblacién diana: ¢ Como influye la probabilidad pre-test y post-test en
la solicitud de ANA y cémo ha cambiado con el paso de los afios?

Como hemos mencionado anteriormente, en estos momentos tenemos un contexto sanitario
en que la solicitud de ANA se produce habitualmente en una poblacién poco seleccionada con
una probabilidad pre-test y post-test muy baja. Ademas, la IFl sobre células Hep-2 ha sido
reemplazada, en muchos laboratorios, desde el desarrollo de métodos automatizados basados
en EIA, CIA y técnicas multianalito. Debido a una significativa prevalencia de falsos negativos en
estas nuevas plataformas ha surgido una creciente preocupaciéon por la instauracién y el
rendimiento de estos nuevos ensayos de cribado®®.

Estas preguntas sobre qué plataforma debe utilizarse y cémo mejorar la falta de estandarizacion
de los nuevos métodos de deteccion llevé al Colegio Americano de Reumatologia (ACR) a formar
un grupo de trabajo que finalmente recomendd el uso de la IFl sobre células HEp-2 para el
cribado de los ANA. Esta recomendacién se baso en la evidencia de que el sustrato de células
HEp-2 presenta mas de 100 antigenos naturales, mientras que la mayoria de métodos de
deteccion estdn mucho mds limitados en el objetivo de autoanticuerpos.

En 1997, Tan y cols. sugirieron que la prueba debe realizarse y comunicarse en dos diluciones,
1:40y 1:160, con el fin de preservar la adecuada sensibilidad y especificidad, pero estudios mas
recientes recomiendan utilizar la dilucion 1:160 para clasificar los ANA mediante IFl en positivo
o negativo®® que es la que hemos utilizado en el laboratorio de inmunologia de nuestro hospital.

Para aplicaciones de diagndstico es importante diferenciar entre sensibilidad y especificidad
clinica o analitica. Estd ampliamente documentado que ciertos autoanticuerpos pueden
preceder al diagndstico o a la expresidn clinica de una enfermedad durante muchos afios y, por
lo tanto, resultados inicialmente falsos positivos, con el tiempo, podrian convertirse en
verdaderos positivos®”8, Por lo tanto, el término «falso positivo» para los autoanticuerpos debe
usarse con cautela.

El laboratorio de inmunologia debe mencionar el método utilizado y su punto de corte. Un
método de cribado requiere un alto grado de sensibilidad para que el nimero de pacientes que
se pierden sea lo mds bajo posible. A diferencia de las pruebas de confirmacién que necesitan
una especificidad alta. En general, un punto de corte bajo aumenta la sensibilidad a expensas de
disminuir especificidad y viceversa. La interpretacion de los resultados de la prueba ANA
depende de la probabilidad previa pre-test de tener la enfermedad. En un entorno de alto indice
de sospecha, incluso titulos bajos de ANA por IFl pueden interpretarse como significativos®.

Tradicionalmente, se ha utilizado un Unico punto de corte para la interpretacion de una prueba
de laboratorio y todos los valores por encima o por debajo del valor de corte reciben la misma
interpretacién —positivo o negativo—, respectivamente. En cambio, para muchas EAS, la
probabilidad de enfermedad aumenta con el aumento de la concentracidn de autoanticuerpos,
y esta informacion falta cuando se utiliza un solo punto de corte’®,

Algunos autores consideran que dentro de los datos que deberian ofrecerse estda la razén de
verosimilitud (RV) por ser una herramienta de gran utilidad para la toma de decisiones clinicas.

¢Cudl es la probabilidad de que un paciente tenga una enfermedad cuando la prueba de
laboratorio es positiva o que no la tenga cuando es negativa?>’l. Los médicos tienen
dificultades para estimar la probabilidad post-test de padecer una enfermedad basado en la
sensibilidad y la especificidad, pero la RV de una prueba diagnéstica es una alternativa para
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transmitir estos datos al describir la posibilidad de tener la enfermedad en oposicidon a no
tenerla, teniendo un resultado del test positivo y, la probabilidad de no tenerla en oposicién a
tenerla, teniendo un resultado negativo’>.. Por lo tanto, el uso de la RV constituye una
herramienta de gran utilidad para la toma de decisiones clinicas frente a la solicitud de algin
test diagndstico, porque son valores inherentes a este e independientes de la prevalencia de
enfermedad, a diferencia de los valores predictivos. Proporciona una estimacién de si habra un
cambio significativo de la probabilidad, desde pre-test a pos-test, de padecer una enfermedad
en funcién del resultado de la prueba, simplificado habitualmente a través del uso del
nomograma de Fagan. El conocimiento de la RV mejora la interpretacion clinica de un resultado
en particular en comparacion con el conocimiento relacionado con un solo valor de corte.

1.8 Anticuerpos antinucleares y parametros sociodemograficos

Un aspecto menos estudiado y que ha despertado gran interés en los Ultimos afios es la potencial
relacion entre la prevalencia de ANA y determinadas caracteristicas sociodemograficas
poblacionales. Desde hace décadas se conoce la relacion entre la mayor prevalencia de ANA en
mujeres y en personas mayores’>’4 en cambio, se desconoce la asociacién que pueda haber

entre los ANA y otros factores sociodemograficos de una poblacion.

1.8.1 Un poco de historia sobre la perspectiva comunitaria en la salud

La salud no es un asunto individual. El impacto de lo social en la salud se acepta desde finales
del siglo XIX, cuando en 1848, Rudolf Virchow publicé su informe sobre la epidemia de tifus en
la Alta Silesia, en el que afirmd que las condiciones de vida influyen en la diseminacion de la
enfermedad: «No puede caber la menor duda de que tal diseminacién epidémica fue posible
bajo las terribles condiciones de vida que habian sido creadas por la pobreza y la falta de cultura»
(extracto del informe de Virchow, reproducido en la revista Medicina Social en 2008). Desde
entonces, ha habido varios informes donde se ha hecho hincapié en la necesidad de una
perspectiva comunitaria de salud, desde el informe epidemioldgico Black (1980), después de la
Segunda Guerra Mundial, hasta la Conferencia Internacional en Atencién Primaria de Salud
(Alma-Ata, 1978), donde se propuso la Atencion Primaria como vehiculo para mejorar la salud
de las poblaciones. Posteriormente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) avanzé en la
consideracion del abordaje de los determinantes para la promocién de la salud en la Carta de
Ottawa (1986) y en las sucesivas reuniones internacionales”.

La publicacién de Marmot de Los Determinantes Sociales de la Salud: Los Hechos Probados
(publicado por primera vez en 1998) marcé el rumbo de la accién para difundir resultados
cientificos para la elaboracién de politicas sanitarias que cristalizé en el afio 2005 con la creacion
por parte de la OMS de la Comisidn sobre Determinantes Sociales de la Salud (CDSS) donde se
sintetizd el marco conceptual de los determinantes sociales donde se corrobora que las
condiciones de vida determinan la manera en que las personas enferman y mueren.

Tener en cuenta la perspectiva comunitaria en salud implica, pues, la consideracion de los
determinantes sociales de la salud, es decir, «las condiciones en que las personas nacen, crecen,
viven, trabajan y envejecen», como determinantes tanto de salud como de enfermedad vy
muerte’>’®, El impacto en la salud del «lugar de residencia, el nivel educativo, las relaciones
sociales, el tipo de trabajo, el nivel de ingresos, el acceso a los servicios, las politicas econdmicas,
culturales y medioambientales o las leyes del mercado» (Guia metodoldgica para el abordaje de
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la salud desde una perspectiva comunitaria, 2016) es mayor que el peso del propio sistema
sanitario y de los determinantes genéticos y los estilos de vida individuales.

Considerar la perspectiva comunitaria en Atencion Primaria y en especialidades hospitalarias
implica tener en cuenta el ambito comunitario, es decir, el marco conceptual de los
determinantes sociales de la salud y el contexto en el que se manifiestan los determinantes
intermedios de la salud. Estos determinantes intermedios son los factores bioldgicos y
conductuales (herencia, nutricidn, actividad fisica, consumo de tabaco y alcohol, etc.), que
también estdn influidos por las condiciones socioeconémicas, los factores psicosociales
(relaciones sociales, presencia o ausencia de apoyo social, acontecimientos estresantes, estilos
de afrontamiento), las condiciones de vida (ingresos, vivienda, alimentacion, entorno, escuela,
trabajo, etc.) y los propios servicios de salud”.

Como resumen, la salud comunitaria es la expresion colectiva de la salud de los individuos y
grupos en una comunidad definida, determinada por la interaccion de caracteristicas
individuales y familiares, por el entorno social, cultural y fisico, asi como por los servicios de
salud y por la influencia de factores sociales, politicos y de globalizacién (Gofin y Gofin, 2012).

1.8.2 Determinantes de Salud

Los determinantes de la salud general de la poblacidon pueden conceptualizarse como estratos
de influencia similares a un arco iris’® (Figura 10):

Figura 10: Principales determinantes de la salud
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Fuente: Imagen tomada de ref. 76

En el centro de la figura, los individuos tienen una edad, un sexo y unas caracteristicas
constitucionales que influyen en su salud y que no son modificables. En cambio, en torno a ellos
hay influencias que, en teoria, pueden ser modificadas por medio de la accién politica. En primer
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lugar, estan los factores relacionados con la conducta personal, como el habito de fumary la
actividad fisica. En segundo lugar, los individuos interaccionan con las personas de su entorno y
con la comunidad inmediata y se ven influidos por ellas, lo cual se representa en el segundo
estrato. Seguidamente, la capacidad de una persona para mantener su salud (en el tercer
estrato) se ve influida por las condiciones de vida y de trabajo, la alimentacién y el acceso a
bienes y servicios esenciales. Por ultimo, como mediadores de la salud de la poblacién, las
influencias econdmicas, culturales y medioambientales actdan sobre el conjunto de la sociedad.
Este modelo que describe los determinantes de la salud hace hincapié en las interacciones: los
estilos de vida individuales se integran en unas normas y redes sociales, asi como en unas
condiciones de vida y de trabajo que a su vez guardan relacién con el entorno socioeconémico
y cultural general.

Para establecer prioridades y proponer intervenciones y estrategias adecuadas, se debe evaluar
la importancia de la contribucidn de distintos factores de riesgo a la carga total de enfermedad.
La OMS ha realizado este tipo de evaluacion del riesgo (2002). En la Tabla 2 se indican los 10
principales factores que contribuyen a la carga total de enfermedad en Europa, segin la OMS’®.
Todos ellos pueden considerarse factores de riesgo individuales relacionados con la conducta y
proporcionan sélo una base parcial, puesto que los determinantes de la salud mas generales que
aparecen en la columna derecha de la tabla no se han cuantificado en el analisis de la OMS.

Tabla 2: Factores importantes que contribuyen a la carga total de enfermedad en la Region
Europea de la OMS, 2002

Individuales Generales
Diez factores de riesgo conductuales en | Riesgos mds generales para la salud que no
Europa, segln la OMS: han sido considerados en analisis

cuantitativos concretos:
. Tabaco

. Abuso de drogas
. Practicas sexuales de riesgo
10. Deficiencia de hierro

1

2. Hipertensién 1. Politicas de comercio internacional

3. Consumo excesivo de alcohol 2. Desigualdades en renta

4. Hipercolesterolemia 3. Pobreza

5. Sobrepeso 4. Riesgos para la salud relacionados con el
6. Consumo insuficiente de frutas y verduras trabajo

7. Inactividad fisica 5. Falta de cohesidn social

8

9

Fuente: Imagen tomada de ref. 76

En general, hay muy poca informaciéon sobre la relaciéon entre los ANA y parametros
sociodemograficos-determinantes de salud, y una ausencia total de esta relacion en poblacién
espafnola. Revisando la bibliografia hemos encontrado algunos estudios realizados en Estados
Unidos, donde en el afio 2012, el National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES),
perteneciente al Centro Nacional de Estadisticas de Salud, realizé un estudio observacional con
cinco afos de seguimiento para estudiar esta relacién. Se marcaron el objetivo de definir la
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prevalencia de ANA, asi como caracterizar los factores asociados con su produccidn, y ver si
podian proporcionar informacién sobre la etiologia de las enfermedades autoinmunes, cuya
frecuencia sospechaban que se encontraba en aumento, pero de dificil caracterizacién y estudio
poblacional. Dentro de los factores que estudiaron (el tabaquismo, el consumo de alcohol, la
etnia/raza, el nivel educativo, los ingresos familiares y la obesidad’*’”) observaron una mayor
prevalencia de positivos para ANA en sujetos afroamericanos respecto a sujetos blancos
americanos, asi como una menor prevalencia de positivos para ANA en sujetos con sobrepeso y
obesidad. No encontraron significacién estadistica en el resto de parametros estudiados. En el
ano 2022, Dinse et al. actualizaron los resultados de anteriores estudios, también basados en
los datos obtenidos de la poblacion por la NHANES durante tres periodos de seguimiento (1988-
1991, 1999-2004 y 2011-2012) con resultados muy similares, a excepcion de la asociacion entre
ANA positivos y el sobrepeso-obesidad con una relacién directa en el tercer periodo de
seguimiento. Los hallazgos generales sugirieron que la prevalencia de ANA aumentd
sustancialmente, pero hacen falta estudios adicionales para complementar la investigacién,
particularmente de los grupos sociodemograficos antes mencionados, con el fin de determinar
las causas de estos aumentos de ANA e intentar desarrollar posibles medidas preventivas.
Recientemente, también se han relacionado con el incremento de los ANA, factores genéticos y
diversas exposiciones ambientales, infecciones y consumo de medicamentos’®; con resultados
por el momento poco concluyentes pero que orienta a pensar en la implicacién del medio
ambiente y los cambios del estilo de vida en la produccién de ANA.
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HIPOTESIS GENERAL Y OBJETIVOS

2.1 Hipétesis General

La hipotesis principal del trabajo es si los nuevos ensayos automatizados y de fase solida (ANA
Screen por BioPlex de Bio-Rad y CDT Screen por ImmunoCAP 250 de ThermoFisher), pueden
sustituir a la técnica convencional de IFl en la deteccion de autoanticuerpos para el diagndstico
de enfermedades autoinmunes.

Por otra parte, se podria considerar que la produccion de autoanticuerpos no depende
Unicamente de la inmunidad innata o adaptativa, sino que diferentes factores
sociodemograficos y de estilo de vida, también influyen en el desarrollo del proceso
autoinmune.

2.2 Objetivos

1. Comparar el rendimiento diagndstico de la IFlI sobre células HEp-2 y de los nuevos
métodos automatizados con tecnologia ALBIA (ANA Screen por Bioplex - Bio-Rad) y FEIA
(CTD InmunoCAP 250 - ThermoFisher) en las muestras basales de los sujetos de la
Cohorte de Camargo, una poblaciéon de baja probabilidad pre-test para desarrollar
enfermedades autoinmunes.

2. Analizar la posible influencia de los principales factores sociodemograficos y de estilo de
vida en el desarrollo de autoanticuerpos.
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3.1 Poblacion de estudio y recoleccion de sueros

Los participantes fueron reclutados en el marco de la Cohorte Camargo, un estudio prospectivo
de base comunitaria realizado entre febrero de 2006 y febrero de 2011 en el centro de salud
José Barros en el municipio de Camargo (Cantabria, Espafia) con un seguimiento prospectivo
gue continua en la actualidad. Los detalles del disefio y caracteristicas de la Cohorte Camargo
han sido publicados anteriormente’?8%81828 Fye disefiada para evaluar la prevalencia e
incidencia de enfermedades del metabolismo éseo, factores de riesgo para osteoporosis y
fracturas por fragilidad en mujeres posmenopausicas y varones mayores de 49 anos.

Los sujetos incluidos en la Cohorte pertenecen a la poblacién general del valle de Camargo, en
la Comunidad Auténoma de Cantabria. El municipio de Camargo pertenece al cinturdn de la
bahia de Santander, cuenta con 7 nucleos poblacionales y mas de 30.000 habitantes (Figura 11).

Figura 11: Municipio de Camargo (Cantabria)
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Fuente: Instituto Cantabro de Estadistica. Fichas Municipales: Camargo, 2011. Disponible en:
http://www.icane.es

Su pirdmide de poblacién muestra un predominio de los individuos entre los 40 y los 60 afios
(Figura 12) y la distribucién por sexo, edad y nivel socioeconémico de las personas del valle de
Camargo es comparable a la de la poblacién de Cantabria®.
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Figura 12: Piramide de poblacion del municipio de Camargo (30 de enero de 2023)

1 de enero del altimo afio

Fuente: Instituto Cantabro de Estadistica. Fichas Municipales: Camargo, 2023. Disponible en:
http://www.icane.es

3.2 Inclusidn en la Cohorte Camargo

Segun el Protocolo del Estudio de la Cohorte Camargo, a medida que acudian a la consulta
médica de Atencidn Primaria, independientemente del motivo, los sujetos que cumplian los
criterios de inclusién, eran informados del propdsito del estudio e invitados a participar en él.
Todos aquellos que accedieron firmaron un consentimiento informado (Anexo ).

En la visita inicial, los sujetos eran entrevistados por su médico de familia y se recogian datos en
relacidn con los factores de riesgo de osteoporosis y de fracturas. Para ello se utilizé un
cuestionario estructurado informatizado que incluia la edad, raza, edad de menarquia, edad de
menopausia, tipo de menopausia, antecedentes personales de fractura en edad adulta (>40
afios), historia familiar de fracturas, consumo de tabaco, de productos lacteos, de café y alcohol,
ejercicio fisico, nUmero de caidas en el ultimo afio, enfermedades crénicas (HTA, DL, diabetes
mellitus, urolitiasis, hipertiroidismo, hiperparatiroidismo, etc.) y el consumo presente o pasado
de farmacos con efectos sobre el hueso. Asimismo, se hizo una evaluacién antropométrica:
medicion del peso, la talla y el perimetro abdominal.

En el contexto de esta evaluacion basal, a los participantes se les realizé un estudio radiolégico
simple de columna toracica (CT) y lumbar (CL), en el Servicio de Radiologia del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla, en Santander, mediante el procedimiento radiografico
convencional, centrado en las vértebras T7 y L2, respectivamente. Adicionalmente, se obtuvo,
en todos los participantes, una muestra de sangre venosa en ayunas para un estudio de
laboratorio general y especial del metabolismo éseo, una medicion de la DMO en la columna
lumbar y en la cadera (cuello femoral y cadera total), mediante DXA, y un estudio
ultrasonografico del calcaneo (Tabla 3).
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Tabla 3: Resumen de la inclusion en la Cohorte Camargo

2997 sujetos, mujeres postmenopausicas y varones > 50 afos

Estudio analitico (general y Densitometria dsea (DXA) Radiologia simple de columna
especifico dirigidos al toracica y columna lumbar
metabolismo dseo)
Cuestionario sobre metabolismo 6seo y enfermedades Ultrasonografico del calcaneo
generales, consumo de medicacién y factores de riesgo de
osteoporosis y fracturas

3.3 Diseio general del estudio

Estudio descriptivo analitico anidado en una cohorte de base poblacional, que incluye mujeres
postmenopdausicas y varones mayores de 50 afios®..

Se han analizado las 2997 muestras de suero de todos los sujetos incluidos en la Cohorte
Camargo. Especificamente se ha analizado la primera muestra de suero disponible de cada
sujeto cuando se incluyé en la cohorte para valorar la presencia de autoanticuerpos.

Esta muestra fue seleccionada para analizar un rango de edad donde la positividad para
autoanticuerpos asociada con la edad tiene una baja probabilidad pre-test, acorde a la tendencia
actual de solicitud en la practica clinica.

El estudio se llevd a cabo de acuerdo con los criterios establecidos por la Declaracion de Helsinki
y fue aprobado por el Comité de Etica Regional (Cédigo Interno CEIm: 2020.309). Todos los
pacientes dieron su consentimiento informado por escrito.

3.4 Variables del estudio

Las siguientes variables fueron analizadas para el presente trabajo de investigacién:

Datos de filiacion y variables antropométricas

e Sexo (varén, mujer)

¢ Edad (en afios)

¢ Peso (en Kg), medido con una bdscula con una precisidon de 100 gr., con el sujeto descalzo.

* Talla (en cm). Se midid con un estadiémetro (precision 1 cm), estando el sujeto descalzo y con
los talones juntos.

« indice de masa corporal (IMC), que se calculé dividiendo el peso en kilos (kg), entre la altura
en metros al cuadrado (m?), considerandose obesidad si el IMC era =30 kg/m?2.

¢ Perimetro abdominal (en cm), se ha medido utilizando una cinta métrica flexible y milimetrada,
con el paciente en bipedestacién y sin ropa, en la regién abdominal. Se localizaba el borde
superior de las crestas iliacas y por encima de dicho punto se rodeaba la cintura de forma
paralela al suelo, con la cinta ajustada, pero sin comprimir, al final de una espiracién normal.
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e Consumo de tabaco: las personas se dividieron en fumadoras (fumador en el momento del
estudio o hasta menos de 2 afios antes), no fumadoras y exfumadores (mds de 2 afios sin fumar),
registrando asimismo el nimero de cigarrillos/dia y los afios de consumo.

e Consumo de alcohol: las personas se dividieron en bebedoras (consumo de mds de 20 gr
diarios de alcohol), no bebedoras y ex-bebedoras, registrando asimismo el consumo de etanol
en gramos/dia y los afios de consumo.

e Actividad fisica: variable semicuantitativa definida en tres niveles: Intensa (definida por >3
horas semanales de ejercicio o practicar algun tipo de deporte), moderada (definida por <3 horas
semanales de ejercicio o realizar las actividades basicas de la vida diaria, pasear, salir de
compras, sin llegar a hacer ejercicio vigoroso) y sedentarismo (salir en contadas ocasiones del
domicilio o vida cama-sillon)®.

Variables clinicas

Se incluyeron en este grupo las siguientes variables clinicas:

e La tension arterial sistdlica y diastdlica fueron medidas en mmHg utilizando un
esfigmomandmetro digital de brazo sobre la arteria braquial derecha tras 5 minutos con el
sujeto sentado.

e Los diagndsticos de HTA, DM2, cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular e
insuficiencia renal crénica (IRC) fueron obtenidos de la historia clinica de Atencién Primaria del
sujeto.

e El sindrome metabdlico fue definido de acuerdo con los criterios del NCEP ATPIII (National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111)8. De esta forma, los participantes
fueron clasificados con este sindrome con cualquier combinacion de 3 items de los siguientes,
con los siguientes valores de referencia:

- Obesidad abdominal (perimetro abdominal >102 cm en varones y >88 cm en mujeres)

- Nivel plasmatico de triglicéridos 2150 mg/dL o niveles de HDL-c <40 mg/dL en varones y HDL-
colesterol <50 mg/dL en mujeres

- Presidn arterial 2130/85 mmHg
- Glucemia basal plasmatica 2100 mg/dL.

o Si se recibia tratamiento especifico para un criterio, dicho criterio se consideraba
cumplido.

Parametros de laboratorio

¢ Las muestras sanguineas se obtuvieron de la vena cubital, tras un ayuno de 12 horas, y los
valores de parametros bioquimicos fueron aportados por un aparato ADVIA-2400 Chemistry
System® (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, EE. UU.)

o Se analizaron los niveles de los pardmetros siguientes: glucemia basal, creatinina,
colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicéridos, acido Urico, proteina C
reactiva (PCR), calcio, fosforo, expresados en mg/dL; Fosfatasa alcalina en UI/L,
albimina, en g/dL; T4 libre en ng/dL; TSH plasmatica (medida en mUI/L), y el filtrado
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glomerular (FG) —estimado segun la férmula MDRD-4 (Modification of Diet in Renal
Disease-4)—, en ml/min/1.73 m?2.

o Se ha considerado como un perfil lipidico aterogénico unos niveles plasmaticos de
colesterol total 2200 mg/dL, colesterol LDL (LDLc) 2130 mg/dL, colesterol HDL
(HDLc) <40 mg/dL en varones y <50 mg/dL en mujeres y/o triglicéridos (TG) =150
mg/dL®.

3.5 Deteccidn de autoanticuerpos

El cribado de ANA se hizo con las muestras de suero de cada sujeto obtenidas al inicio del
estudio. Especificamente, los autoanticuerpos se determinaron mediante tres métodos
diferentes incluyendo IFI sobre células HEp-2 (Biosystems, Barcelona, Espafia), y dos métodos
de fase solida: ANA Screen (Bio-Rad, Hércules [CA], EE.UU.) y CTD Screen (ThermoFisher,
Freiburg, Alemania).

o Ensayo IFI sobre células HEp-2: Los sueros se diluyeron a 1:160 con una solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), que se considerd la dilucidon de cribado. Utilizamos un
microscopio de fluorescencia Zeiss con iluminacion de luz incidente de mercurio y filtros
para activacién/emisidn de isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los portaobjetos con
células HEp-2 fijadas sirvieron como fuente de antigenos nucleares (Biosystems,
Barcelona, Espafia). Utilizamos como anticuerpo secundario un conjugado FITC Anti-
Conejo IgG (Biosystems, Barcelona, Espafa). Las incubaciones, lavados y montaje de
portaobjetos del microscopio se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las diapositivas fueron inspeccionadas bajo el microscopio de fluorescencia a 400
aumentos. Se consideraron los patrones nuclear, citoplasmatico y mitotico de Hep-2. La
nomenclatura utilizada para describir los ANA positivos mediante IFl en células HEp-2 se
establecid de acuerdo con el Consenso Internacional sobre Patrones ANA (ICAP)>188,

Figura 13: A. Microscopio de fluorescencia Zeiss. B. Ejemplo de tincion mediante
inmunofluorescencia

Fuente: A. Elaboracion propia. B. Atlas GEAI de imagenes en autoinmunidad. Grupo espafiol de
autoinmunidad. Sociedad espafiola de inmunologia. https://atlasautoinmunidad.org/
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O

Ensayo ANA Screen Bio-Rad: Utilizamos el sistema ANA Screen BioPlex 2200 (Bio-Rad,
Hércules [CA], EE.UU.) basado en la tecnologia ALBIA para detectar 13 tipos de
autoanticuerpos simultaneamente, mediante la deteccidn cuantitativa de ADNdc y
semicuantitativa de cromatina, centromero B, Scl-70, RNP (RNP-A, RNP-68), Sm,
RNP/Sm, Ro (SSA-52, SSA-60), SSB/La, Jo-1 y proteina P ribosomal, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se analizé con este mismo ensayo pero con otro kit los anti-
CCP. El autoanticuerpo anti-ADNdc se clasific6 como negativo si los niveles eran < 4
Ul/mL, indeterminado si eran entre 5-9 Ul/mL, y positivo si eran > 10 Ul/mL, seguin lo
recomendado por el fabricante. Para los demads autoanticuerpos los resultados fueron
expresado como un antibody index (Al). Un Al de 1.0 fue el punto de corte establecido
por el estudio del fabricante que correspondia aproximadamente con el percentil 99 de
valores obtenidos para una poblaciéon sin enfermedad. Los resultados > 1.0 se
informaron como positivos (rango, 0.2 — 8.0 Al). El resultado de la prueba se considerd
positivo para ANA si uno o mas de las pruebas de anticuerpos en el panel fueron
positivos.

Figura 14: A. Sistema ANA Screen BioPlex 2200. B. Ejemplo de kits BioPlex 2200

O

wrwn

Fuente: A. Elaboracion propia. B. https://www.bio-rad.com/

Ensayo EIIA™ CTD Screen Thermo Fisher: EIIA™ CTD Screen (Thermo Fisher, Friburgo,
Alemania) basado en la tecnologia FEIA sobre el sistema Phadia 250 (Thermo Fisher
Scientific) para detectar 14 autoanticuerpos, como centromero B (CENP-B), ADNdc, Jo-
1, Mi-2, antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), polimiositis (PM-Scl),
ribosomal-P, ARN Pol Ill, Scl-70, Sm, SSA/Ro (Ro52 y Ro60), SSB/La, U1-RNP (RNP-70, A
y C), y fibrilarina, siguiendo las indicaciones del fabricante. Los resultados obtenidos se
interpretaron como positivos, indeterminados, o negativo de acuerdo con los puntos de
corte especificados por el fabricante (Positivo >1.0, indeterminado 0.7-1.0, negativo
<0,7). El resultado de la prueba se consideré positivo para ANA si uno o mas de las
pruebas de anticuerpos en el panel fueron positivos.
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Figura 15: EIiA™ CTD Screen con sistema Phadia 250 de Thermo Fisher
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Fuente: Elaboracion propia.

3.5 Desarrollo de enfermedades autoinmunes.

Las historias clinicas de todos los sujetos incluidos en el estudio fueron revisadas de forma
independiente por dos investigadores, ciegos para el resultado de ANA, para determinar si
habian desarrollado alguna enfermedad autoinmune, incluyendo EAS, EAOE o AR, desde su
inclusion en la Cohorte Camargo hasta marzo de 2022. Para el diagndstico de dichas
enfermedades se emplearon los criterios validados (ver Anexo).

3.6 Analisis estadistico

La distribucién de las variables continuas se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov
o de Shapiro-Wilk. Los resultados fueron expresados como media * desviacion estandar para
variables continuas y porcentajes para datos categoricos. Las comparaciones para datos
categdricos se realizaron mediante la prueba de Chi? o test de Fisher y para variables continuas
paramétricas y no paramétricas mediante la prueba t de Student o prueba U de Mann-Whitney,
respectivamente. Un valor de p <0,05 se considerd significativo en todos los cdlculos. El andlisis
estadistico se realizo utilizando SPSS 28.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.) y Graph Pad Prism
6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego [CA], EE.UU.).
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3.7 Fuente de los datos

Los datos de las variables demograficas, antropométricas, clinicas, y de laboratorio provienen
del estudio de la Cohorte Camargo.

Para este trabajo se han revisado todos los antecedentes médico-quirurgicos, datos de
laboratorio y episodios de consulta registrados en los dos sistemas informdticos del Servicio
Cantabro de Salud (Altamira, para la historia hospitalaria y AP Cantabria para la historia clinica
de atencion primaria) de los sujetos del estudio (n=2997).

Durante la fase de evaluacidon el doctorando permanecié ciego a todo dato clinico relacionado
con los participantes.

El registro y la codificacion se han realizado en una Hoja de Recogida de Datos especifica para
cada paciente, con una adecuada preservacién de su anonimato.

Toda duda relacionada con los datos de recogida, analisis o clasificacién de algin paciente fue
consultada con un experto reumatdlogo (profesor Martinez Taboada).

3.8 Fuentes potenciales de sesgo y medidas adoptadas

Se ha considerado que hay dos tipos de sesgos que pueden afectar a la validez interna del
estudio: un sesgo de confusidn y un sesgo de clasificacidn o diagndstico.

Sesgo de confusién

Es sabido que ciertas caracteristicas basales de los pacientes pueden ejercer un papel confusor
o modificador de efecto. Con objeto de neutralizar el efecto de variables confusoras se
elaboraron modelos multivariantes, contemplando en el estudio las variables de ajuste
necesarias.

Sesgo de clasificacion

Si bien el andlisis de laboratorio es un método objetivo, la interpretacién de la
inmunofluorescencia indirecta es subjetiva y, por tanto, sujeta a error. Dado que el resultado
positivo y dilucion derivan de una interpretacion de imdgenes bajo microscopio de
fluorescencia, cabe esperar un sesgo y se ha hecho necesario, por tanto, adoptar una estrategia
especifica para minimizar en lo posible este efecto.

Las siguientes actuaciones que se han llevado a cabo han pretendido mejorar la validez y la
fiabilidad de las medidas:

* Formacidn especifica: En una fase previa el investigador principal recibié un entrenamiento
dirigido a la evaluacion de conectivopatias mediante los diferentes criterios diagndsticos tanto
analiticos con marcadores y autoanticuerpos especificos de cada entidad como clinicos, todos
ellos de la clasificacion EULAR / ACR vigentes en el momento de dicha revision. En dicho
entrenamiento fueron analizadas conjuntamente con un reumatdlogo y un investigador
acreditado de la Cohorte Camargo alrededor de 20 pacientes afectados con alguna de las
patologias a estudio. Asi mismo durante el proceso de analisis de autoanticuerpos y clasificacion
de conectivopatias cualquier duda fue consultada y aclarada con el Profesor Martinez Taboada
como tutor y reumatdlogo experto.

e Eleccion de variables estandarizadas: Tanto los criterios EULAR como ACR son metodologias
validadas (ver Anexo V).
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RESULTADOS

4.1 Frecuencia de ANA mediante los métodos de inmunofluorescencia indirecta y
ensayos en fase sélida

La frecuencia de resultados positivos para ANA en la Cohorte Camargo mediante los tres
métodos utilizados, la inmunofluorescencia indirecta (IFl) y los dos ensayos en fase sélida (EFS):
ANA Screen mediante tecnologia ALBIA y CTD Screen mediante tecnologia FEIA, se muestran en
la Figura 16.

Figura 16: Porcentaje de resultados positivos, negativos e indeterminados de ANA, utilizando IFI,
ANA Screen y CTD Screen
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La figura muestra la frecuencia mas alta de resultado positivo para los ANA mediante el ensayo
por IFl con un 25,8%, en comparacion con el ANA Screen con un 13,6% (p<0,0001) y el CTD
Screen con el 7,9% (p<0,0001). Con ambas técnicas de EFS, la diferencia también fue significativa
(p<0,0001).
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Cuando la poblacion a estudio se estratifico por el sexo se hallé una frecuencia
significativamente mas alta de resultados positivos para ANA en las
independientemente de la técnica utilizada, como se muestra en las Figuras 17, 18 y 19.

Figura 17: Porcentaje de ANA + estratificados por sexo, mediante IF|
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Figura 18: Porcentaje de ANA + estratificados por sexo, mediante ANA Screen
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Figura 19: Porcentaje de ANA + estratificados por sexo, mediante CTD Screen
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La Figura 17 muestra una mayor frecuencia de resultados positivos para ANA mediante IFl en el
grupo de mujeres (27,8%), con respecto a los varones (21,3%), siendo el resultado significativo
(p<0,0001).

En las Figuras 18 y 19, con ambos EFS (ANA Screen y CTD Screen) donde encontramos una
frecuencia de positivos en mujeres del 14,5% y 8,5%, y de hombres del 10,9% y 5,5%, también
significativos con p=0,005 y p=0,003, respectivamente.
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Cuando ademas del sexo se tuvo en cuenta la edad, la prevalencia de ANA fue aumentando en
ambos sexos a medida que lo hacia la edad. Este incremento fue mas marcado cuando se usaron
ambos EFS (ANA Screen y CTD Screen) (Figuras 20, 21 y 22)

Figura 20: Porcentaje de ANA + estratificados por edad y sexo, mediante IF/
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Figura 21: Porcentaje de ANA + estratificado por edad y sexo, mediante ANA Screen

ANA Screen
20 18
15,3
W Mujeres
:Zt( I I = Hombres
| I I I
50-59 60 - 69 70-79 >80
Edad (afios)

62



RESULTADOS

Figura 22: Porcentaje de ANA + estratificados por edad y sexo, utilizando CTD Screen
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La Figura 20 muestra un mayor porcentaje de resultados positivos de ANA, determinados por
IFl, en las mujeres que en los varones, principalmente con el aumento de la edad. Se puede
observar un mayor porcentaje, tanto en mujeres como en hombres mayores de 80 afios, con un
30,3% y 30%, respectivamente. Seguidos del rango de edad entre 70-79 afios, con un 29,7% y
23%, respectivamente.

En las Figuras 21 y 22, se observa que con las técnicas EFS, el porcentaje de positividad de los
ANA aumenta con la edad en ambos sexos., con porcentajes mas altos en el grupo de las
mujeres. Con las técnicas ANA Screen y CTD screen los resultados siguen también este mismo
patrén etario y de sexo, aunque los porcentajes de positividad son mas bajos que con la IFI.
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4.2 Titulos de ANA por IFl en la Cohorte de estudio

Como se ha mostrado previamente, la mayoria de sujetos de ambos sexos mostraron un
resultado negativo de ANA. En aquellos en los que se observd una positividad mediante IFI, los
ANA se detectaron principalmente a titulos bajos (1/160 y 1/320) (Figura 23)

Figura 23: Porcentaje de titulos de ANA + mediante IFl estratificados por sexo
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Sdlo el 5,72% de los participantes presentaron ANA+ a titulos altos: 1/640 0 1/1280. Cuando se
estratificd por sexo, las mujeres tuvieron mayor porcentaje de ANA a titulos de1/320 respecto
a los varones (7,3% frente 3,4%; p=0,0025); y el porcentaje de titulos altos>1/1280) fue también
superior en las mujeres (4,2% vs. 1,8%; p=0,0007).
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4.3 Resultados positivos para ANA mediante los métodos de inmunofluorescencia
indirecta, ANA Screen y CTD Screen

Debido a la diferente sensibilidad de cada método de laboratorio para la deteccién de ANA, es
relevante saber si la presencia de estos autoanticuerpos fue detectada por 1, 2 o los 3 métodos
analizados en cada uno de los sujetos. El resultado se muestra en la Figura 24:

Figura 24: Diagrama de Venn que muestra la confluencia de resultados positivos de ANA entre
los sujetos con cualquier resultado positivo obtenido utilizando IFl, ANA Screen o CTD Screen
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El diagrama de Venn muestra los resultados de ANA+ utilizando los tres métodos por separado
y en combinacidn. Se obtuvieron 583 resultados positivos con ANA IFl, 175 con ANA Screeny 61
con CTD Screen.

Los sujetos con resultados positivos para ANA mediante 2 técnicas diferentes: IFl y EFS (ANA
Screen y CTD Screen) fueron 415. Ademas, se detectaron 83 individuos positivos para ANA
utilizando los tres métodos por separado: IFl, ANA Screen y CTD Screen.

Esta triple positividad para la deteccién de ANA estaba significativamente asociada a la presencia
de diferentes especificidades detectadas por ANA Screen. En concreto, la triple positividad para
La deteccidn de ANA se asocio significativamente con la presencia de anti-DNAdc (p<0,0001),
SSA/Ro60 (p<0,0001), Ro52 (p<0,0001), SSB/La (p<0,0001), RNP (p<0,0001), Scl70 (p=0,009) y
anticuerpos CENP-B (p<0,0001). No se observd correlacion con anti-Sm (p=0,23), Anticuerpos
RNP68 (p=0,82) o P ribosomal (p=0,13).
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4.4 Implicaciones clinicas de los resultados de ANA

Tras la revisién exhaustiva de las historias clinicas de los pacientes de la Cohorte Camargo, hasta
marzo del afo 2022 y tras un seguimiento de 11 a 16 afios desde su inclusién en la Cohorte,
observamos que algunos sujetos ya presentaban inicialmente enfermedades autoinmunes
sistémicas (n=19), enfermedades autoinmunes érgano-especificas (n=54) y artritis reumatoide
(n=26).

Aunque la mayoria de sujetos incluidos en el estudio no desarrollaron ninguna enfermedad
autoinmune durante el seguimiento (Tabla 4), 107 sujetos si que desarrollaron algun tipo de
proceso autoinmune: EAS (n=15), EAOE (n=62) y AR (n=30).

Dentro de las EAS, las mas prevalentes fueron el sindrome de Sjogren, el lupus eritematoso
sistémico y la esclerosis sistémica. Respecto a las drgano-especificas las tres mas frecuentes
fueron la tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Graves y el vitiligo.

El resultado total de pacientes con EAS, EAOE y AR —sumando los pacientes con enfermedad ya
diagnosticadas en el momento de la inclusion y durante el seguimiento—, fue de 34, 116 y 56,
respectivamente, lo que hace un total de 206 pacientes detectados con alguna de las tres formas
de enfermedad en el estudio desde su inclusién hasta el final del seguimiento, en 2022.

Tabla 4: Principales EAS incluidas en el estudio

Enfermedades

Enfermedades autoinmunes sistémicas (%)

Basal (n=19) Seguimiento (n=15) Total (n=34)
Sindrome de Sjégren, n (%) 10 (52.6) 3(20.0) 13 (38.2)
Lupus eritematoso sistémico, n (%) 7 (36.8) 3(20.0) 10 (29.4)
Esclerosis sistémica, n (%) 2 (10.6) 3(20.0) 5(14.7)
Enfermedad conectiva indeterminada, n (%) — 4(26.7) 4(11.8)
Sindrome de CREST, n (%) — 2(13.3) 2(5.9)

Enfermedades autoinmunes érgano-especificas (%)
Basal (n=54) Seguimiento (n=62) Total (n=116)

Tiroiditis de Hashimoto, n (%) 24 (44.4) 30 (48.4) 54 (46.6)
Enfermedad de Graves, n (%) 10 (18.5) 10(16.1) 20(17.2)
Vitiligo, n (%) 6(11.1) 3(4.8) 9(7.8)
Neuroldgicas autoinmunes, n (%) 5(9.3) 5(8.1) 10 (8.6)
Hematolégicas autoinmunes, n (%) 3(5.6) 2(3.2) 5(4.3)
Diabetes Mellitus Tipo 1, n (%) 2(3.7) — 2(1.7)
Purpura trombocitopénica idiopatica, n (%) 2(3.7) 4(6.5) 6(5.2)
Hepatitis autoinmune, n (%) 1(1.9) 2(3.2) 3(2.6)
Mixto, n (%) 1(1.9) 1(1.6) 2(1.7)
Colangitis biliar primaria, n (%) - 4 (6.5) 4(3.4)
Enfermedad relacionada con IgG4, n (%) — 1(1.6) 1(0.9)
Basal Seguimiento Total
Artritis reumatoide, n 26 30 56
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La frecuencia de pacientes con EAS detectada por cada uno de los métodos (IFl, ANA Screen y
CTD Screen) se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Resultados de las tres pruebas de deteccion de ANA en EAS

Enfermedad autoinmune sistémica (n=34) ANA IFI ANA Screen CTD Screen
N (%) N (%) N (%)
Sindrome de Sjégren (n=13) 6 (46.2) 7 (53.8) 7 (53.8)
Lupus eritematoso sistémico (n=10) 9 (90) 7 (70) 8(80)
Esclerosis sistémica (n=5) 4 (80) 5 (100) 4 (80)
Enfermedad conectiva indeterminada (n=4) 4 (100) 3(75) 2 (50)
Sindrome de CREST (n=2) 2 (100) 2 (100) 2 (100)

Se detectaron 34 sujetos con EAS. Clasificados de mayor a menor prevalencia encontramos el
sindrome de Sjogren (n=13), el lupus eritematoso sistémico (n=10), |a esclerosis sistémica (n=5),
la conectivopatia de tipo indeterminado (n=4) y en ultimo lugar el sindrome de CREST (n=2).

Se puede observar que para el SS el mayor rendimiento diagndstico lo tuvieron ambos EFS (ANA
Screen y CTD Screen) con un 53,8% cada uno. En el caso del LES el mejor rendimiento lo obtuvo
la IFI (90%), seguido de CTD Screen (80%); en el caso de la ES el mejor rendimiento lo obtuvo el
ANA Screen (100%). En la enfermedad mixta del tejido conectivo, la IFI presentd un rendimiento
diagndstico del 100% con IFI respecto al ANA Screen con un 75% y el CTD Screen con un 50%.
Finalmente, en el caso del sindrome de CREST el rendimiento diagndstico fue del 100% con los
tres métodos.

La Tabla 6 muestra los resultados de ANA obtenidos por cada método en funcién del grupo al
que pertenecen.

La IFl detectd positividad para ANA en el 67,6%, 38,1% y el 37,5% de los sujetos que presentaron
al inicio o desarrollaron durante el seguimiento una EAS, EAOE o AR. El mayor porcentaje lo
obtuvimos para las EAS.

Respecto a los EFS (tanto ANA Screen como CTD Screen) el nimero de sujetos en los que se
encontraron autoanticuerpos fue similar cuando se consideraron las EAS, pero menor en el caso
de las EAOE o AR, en comparacién con IFI.

Se puede observar el impacto clinico de los resultados obtenidos en aquellos sujetos con
resultado positivo usando dos EFS o la combinacion de los tres métodos para la deteccién de
ANA. En nuestro estudio obtuvimos un resultado superior con el uso de dos EFS frente a su
combinacion con IFl principalmente para EAS, menor diferencia para EAOE e igual para AR.

La triple positividad para ANA se asocid con el diagndstico de EAS al inicio (p<0,0001) o después
del periodo de seguimiento (p<0,0001), asi como con el diagnédstico de EAOE o AR al inicio del
estudio (p=0,016 y p=0,001, respectivamente) pero no después del seguimiento (p=0,25 y
p=0,20, respectivamente).
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los resultados de

un

Pacientes que presentaban una EAS al inicio o la desarrollaron seg

las pruebas de ANA realizadas por IFl o EFS (ANA Screen, CTD Screen)

Tabla 6

ANA IFI ANA screen CTD screen ANA ANAIFI + ANA P
(n=2.997) (n=2.941) (n=2.985) screen + screen +
CTD CTD screen
+ - + - + - screen (n=83)
(n=150)

Enfermedades autoinmunes sistémicas
Total (n=34) 23 (67.6) 11(32.4) | 22(64.7) 9(26.5) | 21(61.8) | 13(38.2) | 18(52.9) 15 (44.1) —
Basal (n=19) 12 (63.2) 7 (36.8) 12 (63.2) 5 (26.3) 13 (68.4) 6(31.6) 10 (52.6) 9 (47.4) <0.0001
Seguimiento (n=15) 11(73.3) 4(26.7) 10 (66.7) 4(26.7) 8(53.3) 7 (46.7) 8(53.3) 7 (46.7) <0.0001
Enfermedades autoinmunes drgano-especificas
Total (n=116) 43(38.1) 70 (61.9) | 18(16.4) 80(72.7) | 12(10.6) | 95(84.1) 10 (8.8) 7(6.2) —
Basal (n=54) 18(33.3) 36(66.7) | 11(20.8) 35(66.0) | 8(14.8) | 45(83.3) | 6(11.1) 5(9.3) 0.016
Seguimiento (n=62) 27 (43.5) 35 (56.5) 8(13.3) 46 (76.7) 5(8.1) 52 (83.9) 4(6.4) 3 (4.8) 0.25
Artritis reumatoide
Total (n=56) 21(37.5) 35(62.5) | 15(27.3) 40(727) | 7(125) | 47(83.9) | 7(12.5) 7(12.5) —
Basal (n=26) 10(38.5) 16 (61.5) 7(26.9) 19(73.1) | 5(19.2) | 21(80.8) | 5(19.2) 5(19.2) <0.0001
Seguimiento (n=30) 11(36.7) 19 (63.3) 8 (27.6) 21 (72.4) 2(6.7) 26 (86.7) 2(6.6) 2(6.6) 0.20
Sin conectivopatia
Total (n=2808) 697 (24.8) | 2.111(75.2) | 356(12.9) | 2.303 (83.6) | 204(7.3) | 2.516(90.0) | 125 (4.4) 62 (2.2) —

Los resultados se muestran en ndmeros y porcentajes (entre paréntesis). No se incluyen pacientes con resultados indeterminados.
Abreviaturas: ANA anticuerpos antinucleares, IF/ m:_,_.._::o_”_coﬂmmnm:nmm_ indirecta, CTD enfermedad del tejido conectivo.
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La Tabla 7 muestra el rendimiento de cada método de cribado para ANA.

El ANA Screen, usando ALBIA, presentdé una alta sensibilidad para la deteccién de ANA en
pacientes con EAS (70,9%), seguida de IFl (67,7%) y CTD Screen por FEIA (61,8%).

Por el contrario, ambos EFS (ANA Screen y CTD Screen) mostraron una mayor especificidad
(86,6% y 92,5%, respectivamente) que IFl (75,2%). Ademas, estos ensayos presentaron mayor
valor predictivo positivo (VPP) (5,8% y 9,3%, respectivamente) y razén de verosimilitud positiva
(RV+) (5,30 y 8,24) en comparacién con IFI (VPP 3,2%y RV 2,73).

Para triple positividad, la RV+ es 20,9 (IC 95%, 13,3-32,8) y RV- 0,57 (IC 95%, 0,42-0,77). Los
numeros correspondientes para la doble positividad (ANA Screen + CTD Screen) son: RV+, 12.4
(1C95%, 8,7-17,8) y RV- 0,49 (IC 95%, 0,34-0,70).
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de los tres métodos de deteccion de ANA en pacientes con EAS

Ogicos

Indices epidemiold

Tabla 7

Sensibilidad Especificidad VPP VPN RV + RV - Youden index
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (1C 95%) (IC 95%)

ANA IFI

Total 67.7 75.2 3.2 99.5 2.73 0.43 0.43
(50.5-84.8) (73.6-76.8) (1.8-4.6) | (99.2.99.8) = (2.14-3.47) | (0.26-0.70) (0.27-0.59)

Basal 63.2 75.2 1.7 99.7 2.54 0.49 0.38
(38.8-87.5) (73.5-76.8) (0.7-2.7) | (99.4-99.9) = (1..79-3.61) | (0.27-0.88) (0.17-0.60)

Seguimiento 73.3 75.2 1.6 99.8 2.95 0.35 0.49
(47.6-99.1) (73.6-76.8) (0.625) | (99.6-100.0) = (2.16-4.04) | (0.15-0.82) (0.26-0.71)

ANA screen

Total 70.9 86.6 5.8 99.6 5.30 0.34 0.58
(53.4-88.6) (85.3-87.9) (3.3-83) | (99.3-99.9) = (4.15-6.77) | (0.19-0.58) (0.42-0.74)

Basal 70.6 86.6 3.3 99.8 5.27 0.34 0.57
(45.9-95.2) (85.3-87.9) (1.3-5.2) | (99.6-99.9) = (3.82-7.27) | (0.16-0.71) (0.36-0.79)

Seguimiento 71.4 86.6 2.7 99.8 5.34 0.33 0.58
(44.2-98.7) (85.3-87.9) (0.945) | (99.6-100.0) = (3.78-7.53) | (0.14-0.76) (0.34-0.82)

CTD screen

Total 61.8 925 9.3 99.5 8.24 0.41 0.54
(43.9-79.6) (91.593.5) | (5.3-13.4) | (99.299.8) | (6.13-11.1) | (0.27-0.63) (0.38-0.71)

Basal 68.4 925 5.9 99.8 9.12 0.34 0.61
(44.9.91.9) (91.5-93.5) (269.4) | (99.699.9) = (6.54-12.7) | (0.18-0.66) (0.40-0.82)

Seguimiento 53.3 925 3.8 99.7 7.11 0.50 0.46
(24.8-81.9) (91.5-93.5) (0.96.6) | (99.599.9) = (4.3511.6) | (0.29-0.87) (0.21-0.71)

Abreviaturas: ANA anticuerpos antinucleares, IFl inmunofluorescencia indirecta, CTD enfermedad del tejido conectivo, IC intervalo de confianza,
VPP valor predictivo positivo, VPN valor predictivo negativo, RV razon de verosimilitud.
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La Tabla 8 muestra la prevalencia de los autoanticuerpos especificos detectados por ANA Screen

Tabla 8: Prevalencia de los autoanticuerpos especificos detectados por ANA Screen

ANA Screen (ALBIA) n (%)
Negativo 2430 (82.6)
Indeterminado 111 (3.8)
Positivo 400 (13.6)

e RNP-A 154 (5.2)
e dsDNA 114 (3.9)
e SSA 51 (1.7)
e SSA/Ro60 36 (1.2)
e Scl-70 30(1.0)
° Ro52 28 (1.0)
e SSB/La 26 (0.9)
e Cromatina 25(0.9)
e Sm/RNP 23(0.8)
e (CentromeroB 16 (0.5)
e Sm 9(0.3)
e RNP-68 7(0.2)
e Ribosomal P 5(0.2)
e DFS70 2(0.1)
e Jo-1 0(0.0)

Con la técnica de ANA screen de ALBIA se obtuvieron un total de 400 positivos (13,6% de la
muestra). Entre los resultados positivos, destaca en primer lugar los Ac anti-RNP-A con 154 casos
(5,2%) seguidos de los anti-DNAdc con 114 (3,9%) y de los Ac anti-SSA (1,7%). Siguen en orden
de frecuencia los anti-SSA/Ro60 con 36 casos (1,2%) y los Ac anti-Scl-70 con 30 (1%). El resto de
resultados positivos distan mucho de los comentados previamente. Un 3,8% (n=111) de los ANA
fueron indeterminados y 2430 determinaciones (82,6%) fueron negativas.
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4.5 Prevalencia de ANA segun los tres ensayos de laboratorio y su asociacion con
caracteristicas sociodemograficas

Las variables sociodemograficas de los sujetos incluidos en el estudio se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Variables demogrdficas en los sujetos de estudio, estratificado por sexo

Total Mujeres Hombres P

Edad (afios), media + DE 64.7 + 10.6 64.2+11.2 65.5+9.5 0.001
Sexo, n (%) 2997 1941 (64.8) 1056 (35.2) <0.001
Nivel educativo, n (%)

Ninguno 43 (1.5) 32(1.7) 11(1.1) 0.24

Primaria 2148 (73.9) 1419 (75.7) 729 (70.7) 0.02

Secundaria 479 (16.5) 313 (16.7) 166 (16.1) 0.81

Formacion Profesional 106 (3.6) 43 (2.3) 63 (6.1) <0.001

Universitario 126 (4.3) 66 (3.5) 60 (5.8) 0.004
Ejercicio, n (%)

Sedentario 155 (5.2) 122 (6.4) 33(3.1) <0.001

Moderado 1237 (41.6) 907 (47.3) 330(31.4) <0.001

Intenso 1578 (73.1) 889 (46.4) 689 (65.5) <0.001
Tabaquismo, n (%) 442 (14.7) 243 (12.5) 199 (18.8) <0.001
Diabetes mellitus, n (%) 437 (14.6) 227 (11.7) 210(19.9) <0.001
Hipertension arterial, n (%) 1364 (45.5) 846 (43.6) 517 (49.0) 0.005
Dislipemia, n (%) 917 (30.6) 554 (28.5) 363 (34.4) 0.001
IMC (Kg/m?), media + DE 28.9+4.5 28.75.0 29.0+3.5 0.09
Consumo de alcohol, n (%) 741 (24.7) 226 (11.6) 515 (48.8) <0.001
PCR (mg/dl), mediana (IQR) 0.47 £0.85 0.46 +0.74 0.50+1.0 0.09

Abreviaturas: DE desviacion estandar, IMC indice de masa corporal, IQR rango intercuartilico, PCR proteina C
reactiva

El porcentaje de mujeres fue significativamente mayor que el de varones. Dentro de las variables
estudiadas, las mujeres presentaron un mayor porcentaje de estudios primarios, asi como de
sedentarismo y de realizacion de ejercicio fisico moderado, respecto a los varones. Los hombres
fueron significativamente de mayor edad, presentaron un mayor porcentaje de estudios de
formacién profesional y universitaria, realizaban mas ejercicio fisico intenso y tenian mas
factores de riesgo cardiovascular (tabaquismo, diabetes, hipertension arterial, dislipemia) y
consumian mas alcohol.
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La prevalencia de ANA + en los sujetos de la Cohorte Camargo, utilizando los tres métodos de
deteccion de ANA, considerando las diferentes caracteristicas sociodemograficas, se muestra en
la Tabla 10.

Tabla 10: Prevalencia de ANA en relacion con los tres métodos de cribado y su asociacion con las
variables sociodemogrdficas de los sujetos en la Cohorte Camargo

Variable ANA IFI + p ANA Screen + p CTD Screen + p
n=2997 n=2941 n=2985
Total, n (%) 774 (25.8) - 400 (13.6) - 235 (7.9) -
Edad (afios), n (%) 0.10 0.01 0.0001
<50 25 (30.1) 8(10.0) 3(3.7)
50-59 266 (24.7) 119 (11.2) 52 (4.9)
60-69 217 (24.1) 127 (14.3) 58 (6.5)
70-79 171 (27.5) 94 (15.5) 78 (12.6)
>80 95 (30.0) 52 (16.8) 44 (13.9)
Sexo, n (%) 0.0001 0.003 0.003
Hombres 226 (21.4) 114 (11.0) 59 (5.6)
Mujeres 548 (28.2) 286 (15.0) 176 (9.1)
Nivel educativo, n (%) 0.47 0.51 0.21
Ninguno 12 (27.9) 5(11.9) 10(23.3)
Primaria 558 (26.0) 228 (13.7) 171 (8)
Secundaria 117 (24.4) 64 (13.6) 29 (6.1)
Formacidn Profesional | 26 (24.5) 14 (13.6) 6(5.7)
Universitario 29 (23.0) 17 (13.5) 9(7.1)

n: refleja el nUmero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos de cada subgrupo. *valor p
(excluyendo andlisis de sexo) para cada técnica ANA
Abreviaturas: ANA anticuerpos antinucleares, IFl inmunofluorescencia indirecta

Respecto a la edad, y como se ha mostrado previamente, la prevalencia de ANA+ aumentaba
con la edad, independientemente del método utilizado, aunque este aumento fue mas evidente
cuando se utilizaron EFS, en primer lugar, ANA Screen y en segundo lugar CTD Screen, con
resultados significativos para la deteccion de autoanticuerpos (p=0,01 y p<0,001,
respectivamente).

Asimismo, independientemente del método empleado para la deteccién de ANA, el porcentaje
de resultados positivos fue mayor en mujeres que en varones: IFl (28,2%; p=0,0001), ANA Screen
(15%; p=0,003) y CTD Screen (9,1%; p=0,003).

Cuando se considerd el nivel educativo, no se observaron diferencias en la prevalencia de ANA+.
No obstante, utilizando IFl o CTD Screen se observd una mayor frecuencia, aunque no
significativa, de resultados positivos para ANA, en el subgrupo de sujetos sin ningun estudio.
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4.6 Prevalencia de ANA + con IFl, ANA Screen y CTD Screen y su asociacion con el estilo
de vida, IMCy PCR

Se observaron varias diferencias en la prevalencia de ANA segun las caracteristicas seleccionadas
en relacion a los habitos de vida (Tabla 11)

Tabla 11: Prevalencia estimada de ANA en la Cohorte Camargo en relacion al IMC, hdbitos
toxicos, actividad fisica y PCR

Variable ANA IFI + p* ANA screen + p* CTD screen + p*
n (%) n (%) n (%)
IMC (Kg/m?), n (%) 0.98 0.90 0.52
<20 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
20-25 146 (26.8) 72 (13.6) 43 (8.1)
25.01—29.99 326 (25.0) 168 (13.1) 77 (5.9)
>30 263 (26.0) 137 (13.8) 91 (9.0)
Tabaquismo, n (%) 0.08 0.93 0.35
Actual 118 (26.7) 54 (12.4) 21 (4.8)
Ex 154 (22.7) 82 (12.4) 39 (5.8)
No 502 (26.8) 264 (14.3) 175 (9.4)
Consumo de alcohol, n (%) 0.11 0.06 0.008
Actual 172 (23.2) 81 (11.1) 35 (4.7)
Ex 62 (26.5) 34 (14.9) 22 (9.5)
No 540 (26.7) 285 (14.4) 178 (8.8)
Actividad fisica, n (%) 0.03 0.96 0.01
Sedentario 50 (32.3) 29 (19.2) 24 (15.5)
Moderado 330 (26.7) 160 (13.1) 101 (8.2)
Intenso 387 (24.5) 207 (13.4) 109 (6.9)
PCR (mg/dl), n (%) 0.07 0.48 0.01
<0.10 236 (24.8) 105 (11.2) 51 (5.4)
0.10-0.49 313 (25.5) 185 (15.3) 109 (8.9)
0.50-1.0 106 (27.7) 48 (12.9) 30(7.9)
>1.0 70 (30.0) 32(14.2) 26 (11.2)

n: refleja el nimero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos de cada subgrupo. *p es
la tendencia para cada técnica de ANA

Abreviaturas: ANA anticuerpos antinucleares, /IFl inmunofluorescencia indirecta, IMC indice de masa corporal, PCR
proteina C reactiva

Si bien no se observaron diferencias significativas en la prevalencia de ANA+ segun el IMC, ésta
si varid en funcién de la actividad fisica y el consumo de alcohol de los sujetos incluidos en el
estudio.

En concreto, los resultados positivos de ANA fueron mas frecuentes en los participantes con un
estilo de vida sedentario, en comparacion con los que realizaban una actividad fisica moderada
o intensa. Estos resultados se observaron cuando la deteccion de ANA se hizo mediante IFI
(p=0,03) y CTD Screen (p=0,01). Asimismo, esta tendencia también se observd utilizando ANA
Screen, aunque sin alcanzar una diferencia significativa.

En cuanto al consumo de alcohol, independientemente del método utilizado para la deteccién
de ANA, la prevalencia de ANA+ fue mayor en exbebedores y en no consumidores, en
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comparacién con los sujetos con consumo de alcohol activo. Sin embargo, de los tres métodos
utilizados, sélo el cribado con CTD Screen hallé diferencias significativas en ambos grupos
(p=0,008).

Cuando se analizo la prevalencia de ANA+ respecto al habito tabaquico, se hallé una mayor
frecuencia de resultados positivos en sujetos no fumadores, independientemente del método
de cribado empleado. Sin embargo, las diferencias no alcanzaron la significacién estadistica.

Finalmente, se observé un aumento significativo en la prevalencia de ANA+ en aquellos sujetos
con niveles plasmaticos mas altos de PCR, mediante CTD Screen (p=0,01). Esta tendencia
también se observd utilizando la IFl como método de deteccion de ANA+.

4.7 Prevalencia de ANA + con IFl, ANA Screen y CTD Screen y su asociacion con el
estado civil

La Tabla 12 muestra la prevalencia de ANA+ obtenido con los tres métodos de cribado en
relacion al estado civil de los sujetos en la Cohorte Camargo.

Tabla 12: Prevalencia de ANA en relacion con los tres métodos de cribado y su asociacion con el
estado civil de los sujetos en la Cohorte Camargo

Casados Divorciados/Separados Solteros Viudos
IFI 468 (25) 19 (26) 29 (27,1) 125 (31,1)
p =0,06
ANA Screen 253 (13,6) 7(9,6) 10(9,4) 60 (15,5)
p=0,61
CTD Screen 128 (6,8) 3(4,1) 8(7,5) 39(9,7)
p =0,53
n: refleja el numero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo.
ANA IFI: p de tendencia =0.06; ANA Screen: p de tendencia =0.61; CTD Screen: p de tendencia =0.53

En relacién con la asociacion de ANA+ con el estado civil, si bien no obtuvimos un resultado
significativo con ningln método, la tendencia en todos ellos, y especialmente con ANA IFI, fue
de un aumento progresivo en la prevalencia de ANA en divorciados, solteros y viudos; siendo el
grupo de casados el que tuvo menor prevalencia.
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4.8 Frecuencia de ANA segun el estado civil

Figura 25: Porcentaje de ANA + estratificado por el estado civil, mediante ANA IFl, ANA Screen y

CTD Screen
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La figura muestra un mayor porcentaje de resultados positivos de ANA, determinados por IFI
(p=0.01), en los sujetos divorciados, solteros y viudos, con un 26%, 27,1% y 31,1%,
respectivamente. Siendo el grupo de casados el de menor porcentaje con un 25%. Esta
tendencia también la observamos con el método de CTD Screen (p=0.057).
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4.9 Prevalencia de titulos de ANA por IFl y su asociacion con diferentes
caracteristicas sociodemograficas

La prevalencia de ANA determinados por IFl, considerando los diferentes titulos de anticuerpos
observados, mostrd diferentes asociaciones con diferentes variables sociodemogréficas. En
concreto, se considerd ANA+ los titulos 21/160, y también se tuvo en cuenta el titulo especifico
obtenido.

Tabla 13: Frecuencia de resultados positivos de ANA por IFl estratificado por edad

<50 anos 50-59 afios 60-69 afios 70-79 afios >80 anos

ANA negativo, n (%) 58 (69.9) 808 (75.2) 683 (75.9) 451 (72.5) 222 (70.0)

ANA + 1/160, n (%) 11 (13.3) 149 (13.9) 128 (14.2) 80 (12.9) 45 (14.2)

ANA +>1/160, n (%) 14 (16.9) 118 (11.0) 89(9.9) 91 (14.6) 50 (15.8)
ANA +1/320, n (%) 7(8.4) 67 (6.2) 38(4.2) 42 (6.8) 27(8.5)
ANA + 1/640, n (%) 2(2.4) 19 (1.8) 19 (2.1) 21(3.4) 9(2.8)
ANA +1/1280, n (%) 2(2.4) 14 (1.3) 19 (2.1) 13 (2.1) 6 (1.9)
ANA +>1/1280, n (%) 3(3.6) 17 (1.6) 12 (1.3) 15 (2.4) 8(2.5)

n: refleja el nimero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo. Valor p de tendencia=
0.02

Abreviaturas: ANA, anticuerpos antinucleares

Como podemos observar en la Tabla 13, cuando se estratifico la poblacion de estudio por edad,
se obtuvo una alta frecuencia de resultados negativos en todos los grupos etarios, debido a la
baja probabilidad pre-test de los sujetos incluidos, variando del 69,9% para los sujetos menores
de 50 afos hasta el 75,9% para aquellos de 60 a 69 afios. Cuando los resultados de ANA se
estratificaron en titulos negativos, positivos 1/160 0 >1/160 y se analizaron en todos los estratos
de edad, la p de tendencia fue de + 0,036.

Tabla 14: Frecuencia de resultados ANA positivos por IFl estratificado por sexo

Hombres Mujeres p
ANA negativo, n (%) 830 (78.6) 1392 (71.7) <0.0001
ANA +1/160, n (%) 141 (13.4) 272 (14.0) 0.66
ANA +>1/160, n (%) 85 (8.0) 277 (14.3) <0.0001
ANA + 1/320, n (%) 36 (3.4) 145 (7.5) <0.0001
ANA +1/640, n (%) 29 (2.7) 41(2.1) 0.33
ANA +1/1280, n (%) 14 (1.3) 40 (2.1) 0.19
ANA +>1/1280, n (%) 6 (0.6) 49 (2.5) 0.0002

n: refleja el numero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo.
Abreviaturas: ANA, anticuerpos antinucleares
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Considerando la prevalencia de ANA en funcién del sexo, se observdé una frecuencia
significativamente mayor de resultados negativos en los hombres (p<0,0001).

Aunque no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de ANA positivos a 1/160, si
se observd un aumento significativo de titulos >1/160 en mujeres (p<0,0001).

Especificamente, las mujeres mostraron un aumento significativo de resultados positivos para
ANA a titulos de 1/320 y >1/1280 en comparacion con los hombres (p<0,0001 y p=0,0002,
respectivamente).

Tabla 15: Frecuencia de resultados ANA positivos por IFl estratificado por el nivel educativo

Ninguno Primaria Secundaria | Formacidn Universidad p
Profesional
ANA negativo, n (%) 31(72.1) 1590 (74.0) 361 (75.4) 80 (75.5) 97 (77.0) 0.87
ANA + 1/160, n (%) 4(9.3) 300 (14.0) 59 (12.3) 16 (15.1) 18 (14.3) 0.59
ANA + >1/160, n (%) 8 (18.6) 258 (12.0) 59 (12.3) 10 (9.4) 11 (8.7) 0.22
ANA +1/320, n (%) 5(11.6) 129 (6.0) 29 (6.1) 4(3.8) 7(5.6) 0.19
ANA +1/640, n (%) 1(2.3) 49 (2.3) 12 (2.5) 4(3.8) 2(1.6) 0.62
ANA +1/1280, n (%) 0(0.0) 44 (2.0) 6(1.3) 0(0.0) 0(0.0) 0.79
ANA +>1/1280, n (%) 2(4.7) 35(1.6 11 (2.3) 2(1.9) 2(1.6) 0.38

n: refleja el nimero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo. Valor p de tendencia= 0.59.
Abreviaturas: ANA anticuerpos antinucleares

Cuando se consideraron los diferentes titulos de ANA segun el nivel educativo de los
participantes (Tabla 15) no se observaron diferencias con una p de tendencia de 0,59. Respecto
al habito tabdquico (Tabla 16), sin embargo, la p de tendencia fue de 0,029.

Tabla 16: Frecuencia de resultados ANA positivos por IFl estratificado por el hdbito tabdquico

Actual Ex No
ANA negativo, n (%) 323(73.1) 525(77.3) 1374 (73.2)
ANA + 1/160, n (%) 60 (13.6) 95 (14) 258 (13.8)
ANA + >1/160, n (%) 59 (13.3) 59 (8.7) 244 (13)
ANA +1/320, n (%) 27 (6.1) 25(3.7) 129 (6.9)
ANA + 1/640, n (%) 13 (2.9) 16 (2.4) 41(2.2)
ANA + 1/1280, n (%) 10(2.3) 9(1.3) 35(1.9)
ANA +>1/1280, n (%) 8(1.8) 9(1.3) 38(2)

n: refleja el numero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo. Valor p
de tendencia =0.029.
Abreviaturas: ANA, anticuerpos antinucleares.
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Tabla 17: Frecuencia de resultados ANA positivos por IFl estratificado por la ingesta de alcohol

Actual No

ANA negativo, n (%) 569 (76.8) 172 (73.5) 1482 (73.3)
ANA +1/160, n (%) 98 (13.2) 36 (15.4) 280 (13.8)
ANA +>1/160, n (%) 74 (10.1) 26 (11.1) 260 (12.9)
ANA +1/320, n (%) 34 (4.6) 12 (5.1) 135 (6.7)
ANA + 1/640, n (%) 24 (3.2) 3(1.3) 43 (2.1)
ANA +1/1280, n (%) 9(1.2) 6(2.6) 39 (1.9)
ANA +>1/1280, n (%) 7(0.9) 5(2.1) 43 (2.1)

n: refleja el numero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo. Valor p

de tendencia =0.059.
Abreviaturas: ANA, anticuerpos antinucleares.

Ademas, considerando los titulos de ANAy la ingesta de alcohol (Tabla 17) o los cuartiles de PCR
sérica (Tabla 18), se objetivd una tendencia a presentar titulos de ANA mas bajos en los
bebedores activos (p=0,059) y titulos mas altos en los sujetos con niveles de PCR en los cuartiles

mas altos (p= 0,058).

Tabla 18: Frecuencia de resultados ANA positivos por IFl estratificado por la PCR en cuartiles

(mg/di)
<0.10 0.10-0.50 0.50-1.0 >1.0

ANA negativo, n (%) 716 (75.1) 915 (74.5) 276 (72.3) 163 (70.0)
ANA +1/160, n (%) 132 (13.9) 168 (13.7) 49 (12.8) 39 (16.7)
ANA +>1/160, n (%) 105 (11.0) 145 (11.8) 57 (14.9) 31(13.3)
ANA +1/320, n (%) 52 (5.5) 76 (6.2) 29 (7.6) 14 (6.0)
ANA + 1/640, n (%) 18 (1.9) 30 (2.4) 13 (3.4) 4(1.7)
ANA +1/1280, n (%) 15 (1.6) 18 (1.5) 10 (2.6) 8(3.4)
ANA +>1/1280, n (%) 18 (1.9) 21(1.7) 5(1.3) 5(2.1)

n: refleja el nimero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo. Valor

p de tendencia =0.058.
Abreviaturas: ANA anticuerpos antinucleares

Cuando se consideraron los diferentes titulos de ANA en sujetos segun su actividad fisica (Tabla
19), se observaron varias diferencias. Asi, aunque no se observaron diferencias en ANA positivo
a 1/160, la prevalencia de ANA positivo a titulos >1/160 fue significativamente mayor en sujetos
sedentarios en comparacion con los que realizaban alguna actividad fisica (p=0,0005). Una vez
estratificado los valores fueron significativos 1/320 y >1/1280 con p=0,01 y p=0,02,

respectivamente.
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Tabla 19: Frecuencia de resultados ANA positivos por IFl estratificado por la actividad fisica

Sedentario | Moderado Intenso p
ANA negativo, n (%) 105 (67.7) | 907 (73.3) | 1190 (75.4) 0.07
ANA + 1/160, n (%) 17 (11.0) 179 (14.5) = 213 (13.5) 0.36
ANA +>1/160, n (%) 33(21.3) 151(12.2) = 175(11.1) 0.0005
ANA +1/320, n (%) 17 (11.0) 70 (5.7) 94 (6.0) 0.01
ANA +1/640, n (%) 3(1.9) 32 (2.6) 35(2.2) 0.93
ANA +1/1280, n (%) 6 (3.9) 28 (2.3) 19 (1.2) 0.08
ANA +>1/1280, n (%) 7 (4.6) 21(1.7) 26 (1.6) 0.02

n: refleja el nimero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos en cada subgrupo. Valor p para la
tendencia =0.002

Los valores p representa la diferencia entre sujetos sedentarios y aquellos que realizan alguna actividad fisica

Abreviaturas: ANA anticuerpos antinucleares, valores p tendencia=0.002 (tres categorias para ejercicio)
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4.10 Prevalencia de la carga de anticuerpos y su asociacion con caracteristicas
sociodemograficas

La comparacién entre la carga de anticuerpos observada en los sujetos de la Cohorte Camargo
utilizando ANA Screen, que brinda informacidn sobre 14 especificidades, y las caracteristicas
sociodemograficas y habitos de vida seleccionadas se muestra en la Tabla 20.

Tabla 20: Carga de anticuerpos mediante la prueba de deteccion ANA Screen segun las
caracteristicas sociodemogrdficas y los hdbitos de vida seleccionadas de los sujetos de la Cohorte

Camargo
Carga de Carga de Carga de p
anticuerpos O anticuerpos 1 anticuerpos 22
Total, n (%) 2541 (86.4) 364 (12.4) 36 (1.2) -
Edad (afios), n (%) 0.001
<50 72 (90.0) 6(7.5) 2(2.5)
50-59 939 (88.8) 112 (10.6) 7(0.7)
60-69 759 (85.7) 117 (13.2) 10 (1.1)
70-79 513 (84.5) 83(13.7) 11(1.8)
>80 258 (83.2) 46 (14.8) 6(1.9)
Sexo, n (%) 0.001
Hombres 923 (89.0) 110 (10.6) 4 (0.4)
Mujeres 1618 (85.0) 254 (13.3) 32(1.4)
Nivel educativo, n (%) 0.56
Ninguno 37 (88.1) 4 (9.5) 1(2.4)
Primaria 1816 (86.3) 258 (12.3) 30(1.4)
Secundaria 408 (86.4) 62 (13.1) 2(0.4)
Formacidn Profesional 89 (86.4) 14 (13.6) 0(0.0)
Universidad 109 (86.5) 15 (11.9) 2(1.6)
IMC (Kg/m?), n (%) 0.68
<20 4 (100) 0(0.0) 0(0.0)
20-25 456 (86.4) 66 (12.5) 6(1.1)
25.01-29.99 1111 (86.9) 153 (12.0) 15 (1.2)
>30 854 (86.2) 123 (12.4) 14 (1.2)
Tabaquismo, n (%) 0.62
Actual 382 (15.0) 49 (13.5) 5(13.9)
Ex 579 (22.8) 78 (21.4) 4(11.1)
No 1580 (62.2) 237 (65.1) 27 (75.0)
Consumo de alcohol, n (%) 0.08
Actual 646 (25.4) 74 (20.3) 7(19.4)
Ex 194 (7.6) 34(9.3) 0(0.0)
No 1701 (66.9) 256 (70.3) 29 (1.0)
Actividad fisica, n (%) 0.17
Sedentario 122 (80.8) 26 (17.2) 3(2.0)
Moderado 1058 (86.9) 142 (11.7) 18 (1.5)
Intenso 1339 (86.6) 193 (12.5) 14 (0.9)
PCR (mg/dl), n (%) 0.11
<0.10 835 (88.8) 96 (10.2) 9(1.0)
0.10-0.49 1025 (84.7) 170 (14.0) 15 (1.2)
0.50-1.0 324 (87.1) 40 (11.8) 8(2.2)
>1.0 193 (85.8) 29 (12.9) 3(1.3)

wn

n: refleja el nimero de sujetos dentro de la muestra. %: refleja el porcentaje de sujetos de cada subgrupo. “p” representa los
valores de p para la tendencia, excepto el sexo (para cada categoria de carga de anticuerpos)
Abreviaturas: IMC indice de masa corporal, PCR proteina C reactiva
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De acuerdo al nimero de autoanticuerpos, los sujetos se clasificaron de la siguiente manera:
carga de anticuerpos O (sin autoanticuerpos; 86,4%), carga de anticuerpos 1 (un autoanticuerpo;
12,4 %) y carga de anticuerpos >2 (dos 0 mas autoanticuerpos; 1,2 %).

Sélo se obtuvieron resultados estadisticamente significativos para las variables edad y sexo.
Cuando se estratificd por edad se detectéd una frecuencia creciente de cargas de 1 y >2
anticuerpos a medida que aumentaba la edad de los sujetos (p=0,001). Cuando se estratificé por
sexo a los participantes, se observd una frecuencia significativamente mayor de resultados
positivos en las mujeres (carga de 1y 22 anticuerpos).

Observamos una tendencia creciente, aunque no significativa, en la carga de anticuerpos de los
sujetos no bebedores en comparacion con los bebedores activos. Del resto de caracteristicas
sociodemograficas y de habitos de vida no se observaron diferencias significativas en términos
de carga de anticuerpos.
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DISCUSION

La determinacion de los ANA es un paso muy importante en el estudio de los pacientes con
sospecha de EAS. Sin embargo, su prevalencia y relevancia clinica sigue sin estar clara en la
poblacién general y, principalmente en cohortes con una baja probabilidad pre-test de
positividad de ANA y de desarrollar una EAS.

En nuestro conocimiento, esta tesis supone el primer estudio, realizado en una cohorte espafola
con baja probabilidad pre-test para el desarrollo de EAS, que compara si los nuevos ensayos
automatizados en fase sélida (ANA Screen por BioPlex de Bio-Rad y CDT Screen por ImmunoCAP
250 de ThermoFisher) pueden sustituir a la técnica convencional de IFl en el cribado de
autoanticuerpos y en la prediccidn de las EAS, ajustandose a la tendencia actual de solicitud de
los ANA, y con un seguimiento de mds de 12 afnos.

Ademas, nuestro trabajo es el primero publicado en Espafia que relaciona los pardmetros de
autoinmunidad con las principales caracteristicas sociodemograficas y, en considerar como otro
aspecto novedoso de la investigacidn, la relevancia de la carga de autoanticuerpos mediante el
ensayo ANA Screen y su asociacién con estas caracteristicas sociodemograficas.

La IFl sobre células HEp-2 continua siendo el método de referencia recomendado por el Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) y la Alianza Europea de Asociaciones de Reumatologia
(EULAR) para el cribado de ANA debido a su gran sensibilidad. Sigue siendo un criterio de cribado
para la clasificaciéon del lupus eritematoso sistémico®***, y cualquier método nuevo de
determinacion de ANA debe ser igual o superior al rendimiento diagndstico de la IFI®. No
obstante, el método de IFl es laborioso, esta sujeto a cierta variabilidad interobservador vy, a
pesar de su alta sensibilidad, tiene una baja especificidad®>. Por ello, al solicitar una prueba de
ANA debemos tener en cuenta la probabilidad pre-test de la poblacidn a estudio, teniendo en
cuenta que las EAS tienen mayor incidencia en sujetos jovenes y mujeres de mediana edad, y
que ésta disminuye en poblaciones de edad avanzada®?.

En las Ultimas décadas, se han desarrollado nuevos EFS para intentar reemplazar la IFl, debido
al cambio de paradigma en la solicitud de este tipo de pruebas, a la baja probabilidad pre-test
actual y al flujo de trabajo en los laboratorios de Inmunologia®2%?’. Estudios recientes han
destacado el papel de los EFS para la deteccidn de los autoanticuerpos mas relevantes de las
principales EAS y para confirmar su especificidad en los casos de resultado de cribado positivo
mediante IFl. Esto ha conducido a un debate sobre cual deberia ser el mejor método de cribado
para los ANA. Los EFS son menos sensibles, pero mas especificos para la detecciéon de EAS
asociadas a ANA respecto a la IFI?>3%, Es fundamental conocer los diferentes puntos de corte que
utilizan los ensayos para dar un resultado como positivo, ya que las diferencias observadas en el
rendimiento entre ensayos estan relacionadas en gran medida con ellos3%33,

Aunque la sensibilidad de los EFS haya aumentado, la IFl sigue siendo la técnica con mayor
porcentaje de resultados positivos de ANA. Son muchos los autores que han analizado el uso de
la IFl o de los EFS en los ultimos afios, pero siempre en poblaciones seleccionadas con alta
probabilidad pre-test, incluidos varios trabajos espafioles que han demostrado un aumento de
la sensibilidad de los EFS frente a la IFl, como los realizados por el grupo del Dr. Antonio Serrano,
inmundlogo del Hospital 12 de Octubre de Madrid, que ya en 2017 compararon la IFl frente a la
técnica de ANA Screen en una muestra seleccionada de 411 sujetos de su propio hospital, donde
ANA Screen obtuvo una sensibilidad superior respecto a la IFI°. En 2019, otro trabajo del mismo
grupo de investigadores, tratd de establecer un algoritmo diagndstico para el cribado de los
ANA, en este caso valorando el rendimiento conjunto de la IFl con la técnica de ANA Screen, en
una muestra de 7.000 sujetos con clinica sospechosa de EAS®'. Mas recientemente, en 2021,
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Gonzalez-Rodriguez et al. comparan la IFl con la técnica de CTD Screen, de nuevo en una
poblacién seleccionada de 300 sujetos con sospecha de EAS. Los resultados obtenidos mediante
la combinacidon de ambos métodos fueron mas precisos que cualquiera de ellos por separado.
Este enfoque podria tener un valor diagndstico, como sugieren los trabajos mas recientes en
poblaciones seleccionadas, ya que los resultados doble positivo o negativo por ambas técnicas,
tienen un rendimiento diagndstico mayor3#3>92,

5.1 Frecuencia de positividad de los ANA

Nuestros resultados muestran una prevalencia global de positividad de ANA del 25,8% por IFl en
dilucién sérica 1/160, del 13,6% con la técnica de ANA Screen y del 7,9% con la de CTD Screen.
Hemos confirmado la mayor prevalencia de ANA+ por IFl sobre células HEp-2 frente a los EFS en
una cohorte de sujetos con baja probabilidad pre-test para la presencia de ANA. Este hallazgo
también ha sido observado por otros investigadores que sugieren que los resultados de ANA+
mediante la IFl son mds propensos a falsas interpretaciones en entornos clinicos con baja
probabilidad pre-test para desarrollar una EAS, como es la Atencidn Primaria®®. Hay que sefialar
qgue en nuestro estudio el resultado de ANA+ por IFl es superior a otros trabajos publicados con
muestras de poblacion general no seleccionada, como el publicado recientemente por Dinse et
al. donde obtuvieron una prevalencia global del 16,1%, aunque con limitaciones en la inclusién
de los sujetos, lo que pudo infraestimar la prevalencia real”>749495,

La IFI utilizando células HEp-2 sigue siendo el método con mayor prevalencia de ANA+ en
comparacién con los EFS. Esto podria deberse a que el sustrato en células HEp-2 presenta mas
de 100-150 autoantigenos, no sdélo dirigidos contra antigenos nucleares, sino también
citoplasmaticos o mitdticos, lo que le otorga un papel importante en el estudio de las EAOE. Por
otro lado, los EFS solo suelen incluir los autoantigenos mas relevantes para el diagnéstico de las
diferentes EAS como el DNAdc, Sm, SSA/Ro60, SSB/La, RNP, CENP-B, Jo1 y Scl-70, entre otros.
De la misma manera no incluyen otros especificos de EAOE como los antimitocondriales (AMA)
o antimusculo liso (AML)%. De hecho, dependiendo del tipo de ensayo y de la casa comercial,
tienen diferente composicién antigénica. En nuestro caso, ANA Screen y CTD Screen eran
capaces de detectar 13 y 14 tipos de autoanticuerpos, respectivamente.

Es probable que estas diferencias también estén relacionadas con las caracteristicas de las
poblaciones estudiadas y la evaluacion de los ANA entre los distintos laboratorios. Tras hacer
una exhaustiva revision de la literatura, es dificil encontrar un consenso a la hora de llevar a cabo
estos estudios. El uso de diferentes diluciones como punto de corte para la IFl entre los
laboratorios y su comparacién con diferentes EFS hace que los resultados sean inconsistentes y
dificiles de comparar®’®,

Cuando analizamos especificamente los titulos de ANA+ por IFl, encontramos que la mayoria se
detectaron a titulos bajos (1/160 y 1/320) y tan sélo un 5,72% de los sujetos presentaron un
titulo alto (1/640 o 1/1280). Cuando se estratificd por sexo, las mujeres tuvieron una mayor
frecuencia de ANA+ a titulo bajo de 1/320 (7,3% vs 3,4% en los varones); y alto de >1/1280 (4,2%
vs 1,8% respectivamente). Nuestros datos estdn en consonancia con otros resultados en
poblacién no seleccionada, donde los titulos de ANA+ fueron con diluciones bajas vy
principalmente en las mujeres®7’3,

La mayor parte de los estudios estan realizados en poblaciones muy seleccionadas, con
pacientes que ya presentan una EAl o una alta probabilidad pre-test de desarrollarla. Ademas,
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muchos de los trabajos con mayor impacto utilizan diluciones séricas de 1/40 o 1/80, como
punto de corte para la IFI¥’*>74 quizds debido a las caracteristicas intrinsecas de sus sistemas
sanitarios®®’3. Este dato lo hemos corroborado en recientes revisiones sistematicas. Asi, Naides
et al. en una encuesta sobre practicas de laboratorio publicada en 2020, destacan que el 50% de
los laboratorios del mundo aceptaron un titulo de 1/40 como limite®*’. Y es que aunque la propia
ICAP acepta como dilucién minima 1/80, existe abundante evidencia que recomienda 1/160,
como la utilizada por nuestro laboratorio de inmunologia®*®8. Recientes trabajos presentan de
nuevo la dificultad de adaptarlos a nuestro estudio, habitualmente porque a pesar de ser
poblaciones sanas y hacer un cribado con la IFI a titulo 1/160 son cohortes pequefias y con
edades comprendidas entre los 18 y los 60 afios, que tampoco se ajustan a las caracteristicas de
nuestra cohorte>100:101,

5.2 Frecuencia de ANA+ estratificado por sexo

Cuando la poblacion a estudio se estratific6 por sexo, la prevalencia de ANA+ fue
significativamente mayor en las mujeres que en los hombres’>74, del mismo modo que en la
poblacién general e independientemente del método utilizado. Este resultado se asemeja al
reportado en otros estudios poblacionales. Hay numerosa evidencia que demuestra que la
proporcidon de ANA+ aumenta en las mujeres durante los afios reproductivos®. La razén del
predominio de mujeres con EAI no estd totalmente explicado, aunque el hallazgo de un patrén
de predominio femenino en la produccién de ANA, sugiere que las causas hormonales, entre
otras, pueden desempefiar un papel esencial en este proceso. Algunos autores han sefialado la
elevacién de los niveles de estrégenos o de prolactina en la modulacién de la prevalencia y la
activacion de las células B autorreactivas como explicacién del sesgo de sexo asociado a la
produccion de ANA y EAS®. Otros autores mencionan también como posibles causas las
alteraciones inmunoldgicas asociadas al cromosoma X o la presencia de microquimerismos en
el periodo feta|1%102:103,104

5.3 Frecuencia de ANA+ estratificado por edad

Cuando consideramos la edad de los participantes, encontramos que a medida que aumenta
ésta, también aumenta la prevalencia de ANA+1%47731% independientemente del método
utilizado, aunque fue mas evidente cuando se utilizaron los EFS (ANA Screen y CTD
Screen)079106107 En este punto, conviene sefialar que, en nuestro estudio, cuando analizamos
los resultados estratificados por edad y, por la propia naturaleza de nuestra cohorte, el grupo
etario de sujetos menores de 50 afios tuvo una baja representacion.

Si bien la mayor parte de los trabajos sugieren que el envejecimiento estd asociado con el
aumento de prevalencia de ANA+, esta tendencia no es evidente en todos los casos’®. Xavier et
al. en 1995, comunico por primera vez datos sobre el incremento en la expresion de ANA con la
edad, sobre todo en la sexta y séptima décadas de la vida, datos que se han corroborado en
estudios posteriores®%’, Las razones del aumento de resultados positivos para los ANA en
individuos sanos y ancianos no son bien conocidos. Se cree que pueden influir tanto factores
genéticos o ambientales sobre la regulacién y actividad inmunitaria —principalmente de los
linfocitos T—, como la propia inmunosenescencia junto a un estado catabdlico-proinflamatorio
asociado a la senectud que conduce a la formacidn de autoantigenos!®20:108109110 Ng obstante,
Los datos sobre el papel de los ANA en poblacién sana y anciana, provienen de estudios con
muestras clinicas seleccionadas con EAS. En este sentido, se ha sefialado la asociacién entre la
positividad de ANA e infecciones, cancer, diversas exposiciones ambientales, incluidas
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sustancias quimicos (principalmente silice y disolventes'®®), enfermedades cardiacas, riesgo
cardiovascular, deficiencia de vitamina D o ciertos medicamentos!'! como hidralacina,
procainamida, ciclosporina A, minociclina e inhibidores del TNF, entre otros!!»113.114,115116117

5.4 Rendimiento de las pruebas diagndsticas

A la hora de comparar los dos métodos diagndsticos empleados en nuestro estudio, es
imprescindible conocer el rendimiento de las diferentes técnicas de laboratorio para la
determinacidn de ANA, porque dependiendo de la metodologia utilizada, la sensibilidad y la
especificidad seran diferentes. Esto debe considerarse en funcién del origen de la poblacion
estudiada. La solicitud de ANA ha aumentado en los Ultimos afios en poblaciones con baja
probabilidad pre-test, como los ancianos, debido en parte a la generalizacién de su solicitud,
incluyendo el ambito de la Atencidn Primaria. Es importante conocer esta tendencia, porque
debido a esta baja probabilidad pre-test, la probabilidad post-test para la positividad de los ANA
también serd baja>*,

Muchos autores recomiendan que cada laboratorio deberia determinar la dilucién o punto de
corte en funcidn de la prevalencia regional de ANA y EAS, asi como ofrecer la informacion sobre
el método vy el titulo utilizado al resto de clinicos para considerar dar como positivo o negativo
un valor frente a la sospecha de un paciente con EAS®. En el fondo, se trata de un avance mas
hacia la medicina personalizada, con parametros cada vez mads ajustados a valores regionales,
como ya ocurre en otras areas de la medicina como la microbiologia, con las resistencias
antibioticas!'®, o con el riesgo de fractura dsea, con la herramienta FRAX!',

Nuestros datos con los tres métodos diagndsticos, tras comparar las diferentes sensibilidades
(que mostramos en la seccién de “Resultados” con el diagrama de Venn) fueron 583 positivos
para la IFl frente a 175 positivos con ANA Screen y 61 con CTD Screen. Cuando valoramos dos
métodos al mismo tiempo observamos que el resultado mas sensible fue la combinacién de la
IFI con ANA Screen, con 158 positivos. Estos resultados muestran un bajo porcentaje de
solapamiento entre las dos técnicas, lo que sugiere que en una poblacidn con baja probabilidad
pre-test para el desarrollo de ANA y EAS, no son técnicas intercambiables sino complementarias.
A pesar de que los resultados parezcan contradictorios nunca hay una correlacion del 100% v,
en nuestro estudio podemos afirmar que obtuvimos mayor nimero de positivos con los
métodos por separado que con la combinacién de ambos.

Con respecto a las principales EAI incluidas en el estudio observamos que algunos sujetos ya
presentaban al inicio alguna EAS, EAOE o AR. Aunque la mayoria no presentaron ninguna EAI
durante el seguimiento, si hubo un total de 107 sujetos que las desarrollaron, entre las que
destacan el SS, el LES y la ES, entre las sistémicas y las tiroidopatias autoinmunes, entre las
organoespecificas. Respecto a las EAS, cabe sefialar que coinciden con las tres EAS mas
frecuentes encontradas en el estudio de Pérez et al., aunque en distinta proporcién®. Al analizar
el grupo de EAS con los tres métodos diagndsticos, observamos que la IFl detectd mas pacientes
con LES que los EFS, y estos detectaron mayor nimero de casos de ES y de SS.

Cuando analizamos los indices epidemioldgicos de los tres métodos, fue el ANA Screen mediante
ALBIA el que demostrd la sensibilidad mas alta en pacientes con EAS cuando se clasificaron en
total y basal, frente a la IFI, siendo esta superior en el seguimiento, lo que indica que los EFS han
mejorado su sensibilidad para la deteccidn de este tipo de autoanticuerpos. Ademas, ambos EFS
(ANA Screen y CTD Screen) y, sobre todo este ultimo, tuvieron una mayor especificidad para la
deteccion de ANA, un mayor valor predictivo positivo y una mayor razén de verosimilitud
positiva, en comparacidn con el ensayo IFl, datos congruentes con la literatura reciente31:32:34,
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Para analizar a los sujetos que presentaron una EAS, una EAOE o una AR al inicio o durante el
seguimiento, separamos los resultados obtenidos con los tres métodos diagndsticos en: triple
positividad (IFI + ANA Screen + CTD Screen), doble positividad (ANA screen + CTD Screen) y
positividad de cada método por separado (IFl, ANA Screen y CTD Screen). Observamos que la
triple positividad para ANA, detectada por IFl y ambos EFS, mostré una asociaciéon con el
diagndstico de EAS, al inicio y durante el seguimiento, y con el diagndstico de EAOE y AR, al
inicio, pero no al final del seguimiento. Este patron de significacion se repitié también con la
doble positividad y con cada método por separado.

Cuando analizamos Unicamente los dos EFS, obtuvimos un mejor rendimiento en las EAS y las
EAOQE, respecto de la triple positividad, probablemente debido al mayor nimero de sujetos
analizados, pero obtuvimos el mismo rendimiento en el caso de la AR. Considerando el
desarrollo de EAS en una poblacién con una baja probabilidad pre-test para ANA+, se observo
que la deteccién de ANA+ utilizando EFS es un procedimiento adecuado. Por el contrario, para
el manejo de las EAOE y de la AR se requieren estudios adicionales.

5.5 Caracteristicas sociodemograficas de la cohorte

Respecto a las variables demograficas estudiadas y, respecto al nivel educativo y al ejercicio
fisico, las mujeres de nuestra cohorte presentaron un mayor porcentaje de estudios primarios,
asi como de sedentarismo y de realizacién de ejercicio moderado, respecto a los varones. Los
hombres presentaron un mayor porcentaje de estudios en formacidn profesional y universitaria
y, realizaban mas ejercicio fisico intenso. Al analizar los factores de riesgo cardiovascular
también presentaron una mayor prevalencia de tabaquismo, de diabetes, de hipertension
arterial, de dislipemia y de consumo de alcohol.

En linea con los resultados publicados por otros autores, la prevalencia de ANA no varié con el
nivel educativo’®. Ademas, nosotros no observamos diferencias en la prevalencia de ANA segun
las categorias del IMC, a diferencia de otros estudios en los que se observé que la presencia de
ANA es menos frecuente en individuos con sobrepeso y obesidad, que en aquellos con
normopeso?®’3, En este sentido, Satoh et al., publicaron en 2012, las primeras estimaciones
representativas de EE.UU. sobre la prevalencia de ANA y su asociacion con ciertas caracteristicas
sociodemograficas, con los datos obtenidos entre 1999 y 2004 a través del programa National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) perteneciente al Centers for Disease Control
and Prevention (CDC). En este trabajo evaluaron, por primera vez, algunas caracteristicas como
el tabaquismo, el consumo de alcohol, los valores de proteina C reactiva, el nivel educativo y la
obesidad, siendo esta ultima la Unica que mostré una significacién estadistica, con una relacion
inversa entre el peso y la prevalencia de ANA+. Esta investigacion inicial fue continuada por
Dinse et al., en colaboracién con el grupo deFrederick Miller, que en 2022 actualizaron los datos
previos de 2020%° y los de Satoh. (2012). Los autores sugirien un posible cambio de la asociacién
inicialmente inversa, donde los sujetos con sobrepeso y obesidad tuvieron menor prevalencia
de ANA+, a los actuales que muestran una relacidn positiva del sobrepeso y la obesidad con el
aumento en la prevalencia de ANA+74,

Por otro lado, la prevalencia de estos autoanticuerpos varié segun la actividad fisica y el
consumo de alcohol de los participantes. Asi, la prevalencia fue mayor en aquellos individuos
con un estilo de vida sedentario y en exbebedores y no consumidores de alcohol, en
comparacion con los consumidores activos. Los resultados relacionados con la actividad fisica
podrian ser importantes porque la presencia de ANA se ha asociado con una disminucion de la
elasticidad carotidea, lo que sugiere que los mecanismos que dan lugar a la produccién de ANA
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podrian estar involucrados en el desarrollo de aterosclerosis precoz, con el aumento de riesgo
vascular que implica®.

Otros autores también han demostrado que el consumo moderado de alcohol se ha asociado
con una disminucidn del riesgo de LES??+122123 Asimismo, también se ha descrito que el alcohol
actua como factor protector frente al desarrollo de otras EAS, como la diabetes!?, |a esclerosis
multiple!?®, o especialmente, la ARY?*1?7 En el caso de la AR, tras la exposicidn al alcohol, se ha
identificado una reduccién de diferentes factores, como la presentacién de antigenos, la
capacidad de activacion de células T de las células presentadoras de antigenos, la maduraciény
proliferacién de células B, la produccién de IL-21 por parte de las células T auxiliares foliculares,
la IgG especifica de antigeno y las citocinas proinflamatorias. Ademas, la respuesta inmune Th2,
la funciéon de los macréfagos M2 y las citocinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-B) parecen
aumentar!?®, Todos estos factores podrian estar asociados con una disminucién del riesgo de
AR. En nuestro estudio, observamos una tendencia creciente, aunque no significativa, en la carga
de anticuerpos de los sujetos no bebedores en comparacion con los bebedores activos.

Ademas, a pesar de que algunos estudios sugieren que el tabaquismo es un factor de riesgo para
el desarrollo de LES, AR y otras EAI'® asi como protector para otras’*® como la colitis,
encontramos una mayor frecuencia de resultados positivos para ANA en sujetos no fumadores,
independientemente del método de deteccidn utilizado. Estos resultados concuerdan con otros
trabajos recientes donde el tabaquismo activo se asocié débilmente con niveles mas bajos de
ANA"4,

Utilizando las técnicas de IFl y de CTD Screen, se encontré un aumento significativo en la
prevalencia de ANA en aquellos sujetos con niveles séricos de PCR mas altos, lo que confirma la
participacién de la inflamacion sistémica en el desarrollo de la EAS. De la misma manera, este
hallazgo podria estar relacionado con los procesos de inmunosenescencia y autoinmunidad que
se observan en los sujetos de mayor edad, en quienes se ha descrito el desarrollo de células T
autorreactivas, asi como un aumento en la produccién de autoanticuerpos3132133  Ademss,
existe una relacion entre la inmunosenescencia y el desarrollo de un fenotipo secretor asociado
a la senescencia (SASP), que se ha asociado con la progresion de la enfermedad neopldsica y con
trastornos autoinmunitarios!33134135136,

Finalmente, se analizd la prevalencia de ANA segun el estado civil de los sujetos. Se encontré un
aumento significativo en la prevalencia de ANA, mediante IFl y CTD Screen, en aquellos
participantes que estaban separados, solteros o viudos. Por el contrario, obtuvimos la menor
prevalencia de ANA en los sujetos casados. El interés por estudiar el estado civil no es nuevo, ya
en el afio 2018 se presentd el estudio SWEDENHEART¥, en el cual se analizaba la relacién de
diferentes factores de riesgo con la probabilidad de supervivencia al afio tras un primer episodio
de infarto agudo de miocardio. Los resultados de este estudio mostraron que los sujetos que
estaban casados o cohabitaban, tuvieron una mayor supervivencia en comparacién con los que
estaban solteros, eran divorciados o viudos, los cuales tenian una mayor mortalidad. Los autores
observaron que varios factores podian ser los responsables del mayor riesgo de mortalidad en
los individuos que viven solos, como un apoyo familiar mds limitado durante el periodo de
recuperacion después de una cirugia, el abuso de sustancias y la depresion.

No hemos encontrado ningln otro estudio que aporte datos sobre la relacion entre el estado
civil y la prevalencia de ANA+.

Se podria especular que nuestros hallazgos sobre la asociacion de ANA con diferentes factores
sociodemograficos y de comportamiento podrian estar relacionados con el tamafio de la
muestra o incluso atribuirlos al azar. Sin embargo, en nuestro estudio, cuanto mayor es la
especificidad de la prueba®®, mayor es la significacion estadistica de algunas variables
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sociodemograficas relevantes analizadas, como la edad, el consumo de alcohol, la actividad
fisica y los niveles séricos de PCR (como un marcador sustituto de inflamacién). Debido a la
escasez de datos y estas posibles asociaciones, se necesitan mds estudios para confirmar
nuestros hallazgos.

5.6 Carga de autoanticuerpos: é¢Hacia una nueva metodologia de evaluacion del
riesgo?

Una de las principales novedades de nuestro estudio es haber considerado la relevancia de la
carga de autoanticuerpos, como se ha descrito en el SAF, utilizando el ensayo ANA Screen y su
asociacion con diferentes caracteristicas sociodemograficas.

En el SAF es una enfermedad autoinmune sistémica que se caracteriza por la produccién de
autoanticuerpos dirigidos contra determinados factores de la coagulacion produciendo una
mayor tendencia a la formacién de trombosis arterial y/o venosa, asi como de la morbilidad
obstétrica. Dependiendo del nimero, el isotipo y el titulo de aFL, es posible establecer diferentes
perfiles de riesgo'®,

En las ultimas décadas ha aumentado el interés por los aFL debido a su posicionamiento como
factores de riesgo, y no solo como prueba diagndstica, para desarrollar un SAF. El riesgo de
presentar manifestaciones clinicas parece estar relacionado con los niveles moderados-altos de
estos autoanticuerpos. Ademas, dentro de ellos, se cree que el anticoagulante IUpico (AL) estd
mas fuertemente asociado con el riesgo de SAF clinico que los aCL y B2GPlI.

Publicaciones recientes'®, desarrollan las conclusiones expuestas previamente en el Estudio
APS ACTION 2011, donde diferentes perfiles de aFL positivos se asocian con un mayor riesgo de
manifestaciones clinicas de SAF. Estos perfiles incluyen la “triple positividad” (pruebas positivas
para AL, aCLy aB2GPI)y la positividad de AL en si misma; asi como el estudio de diferentes titulos
de aCL y aB2GPI clasificados en <20u (negativo); 20 a <40u (positivo débil); 40 a <80 (positivo
moderado) y 280u como positivo alto, y su relacién con la positividad de AL y de desarrollar un
SAF. En 2017, Perez et al. analizaron la carga de autoanticuerpos mediante ANA Screen en una
poblacién seleccionada con un seguimiento de tres afios®™. Los resultados confirmaron el
aumento del nimero de autoanticuerpos positivos en el momento del diagndstico de la EAI, y
como la presencia de tres o mas autoanticuerpos positivos se asociaron con un valor predictivo
positivo del 97% para su desarrollo.

En nuestro estudio, al focalizarnos en la relevancia de la carga de anticuerpos usando la técnica
de ANA Screen y sus asociaciones con las caracteristicas sociodemograficas seleccionadas,
observamos que la carga de anticuerpos también era mayor en las mujeres y aumentaba con la
edad. Estos resultados, asi como las posibles implicaciones clinicas y pronosticas, deben ser
confirmadas en otras cohortes. No obstante, debido a la relevancia a la hora de establecer el
perfil de riesgo de sujetos de base poblacional podria servir como base a futuras investigaciones.

Ventajas de nuestro estudio

1. Elgran nimero de sujetos incluidos (n=2997) pertenecientes a una cohorte poblacional
bien establecida con una baja probabilidad pre-test de EAS y un seguimiento a largo
plazo de mas de 12 afios, lo que refleja la tendencia actual de solicitud de ANA y nos
permiten sacar conclusiones mas soélidas.
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DISCUSION

2. No conocemos ningun otro estudio espafiol que haya incluido un nimero tan elevado
de participantes, con un periodo de seguimiento tan prolongado, donde se haya
evaluado la asociacion entre la prevalencia de ANA+ vy las caracteristicas
sociodemograficas de la poblacién a estudio.

3. Todos los ensayos para detectar los ANA se realizaron en el mismo laboratorio del
Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, supervisados
por los mismos inmundlogos lo que reduce mucho la variabilidad interobservador.

4. Ellaboratorio de Inmunologia de nuestro centro emplea como punto de corte para la IFI
la dilucién 1/160 como recomienda la evidencia actual.

5. Todos los datos de la base han sido recogidos por el mismo investigador y las historias
de los pacientes con potenciales EAI, se han revisado conjuntamente con un experto.

6. Se analizd el suero de todos los sujetos con los dos EFS sin estar condicionado por un
resultado previo de ANA+ determinados por IFI.

Limitaciones de nuestro estudio
1. Las inherentes a un estudio transversal.

2. La evaluacién de las especificidades antigénicas en aquellos pacientes con resultados
positivos para ANA en el ensayo de deteccidon utilizando EFS solo fue posible utilizando
ANA Screeny no CTD Screen.

3. Alanalizar los sueros con CTD Screen no se evaluaron todos los tipos de autoanticuerpos
por falta de reactivos para todos los sueros, por lo que ciertos resultados han podido
verse infraestimados.

4. El pequefio tamafio de ciertos subgrupos puede haber limitado el poder estadistico del
estudio para detectar diferencias en la prevalencia de ANA.
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CONCLUSIONES

Primera: Aunque la sensibilidad de los EFS haya aumentado, hemos confirmado la mayor
prevalencia de ANA+ por IFl sobre células HEp-2, frente a los EFS en una cohorte de sujetos con
baja probabilidad pre-test para la presencia de enfermedad autoinmune.

Segunda: La deteccion de ANA mediante IFI puede ser mds util en poblaciones con alta
probabilidad pre-test debido a su mayor sensibilidad, pero en poblaciones con una baja
probabilidad pre-test es mas util aplicar técnicas con mayor especificidad, como los EFS.

Tercera: Considerando el desarrollo de EAS en una poblacién con una baja probabilidad pre-
test, se observo que la deteccién de autoanticuerpos utilizando EFS es un procedimiento
adecuado. Por el contrario, para el estudio de EAOE y AR, se requieren estudios adicionales.

Cuarta: Se detectd un bajo porcentaje de solapamiento entre las técnicas de IFl y de EFS, lo cual
sugiere que, en una poblacidn con baja probabilidad pre-test para el desarrollo de EAS no son
técnicas intercambiables sino complementarias.

Quinta: Independientemente de la técnica utilizada, la prevalencia de ANA+ fue mayor en las
mujeres y aumentd con la edad de los sujetos.

Sexta: Los resultados de nuestro estudio respaldan la afirmacidn de que el ejercicio y el consumo
moderado de alcohol se asocian con una menor prevalencia de ANA.

Séptima: Encontramos un aumento significativo en la prevalencia de ANA en aquellos sujetos
con niveles séricos de PCR mas alto, lo que apoya la participacion de la inflamacion sistémica en

el desarrollo de las EAS.

Octava: La carga de autoanticuerpos fue mayor en las mujeres y aumento con la edad, pero no
se asocidé con ninguna otra de las caracteristicas sociodemograficas analizadas.
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Abstract

Autoantibodies are the hallmark of autoimmunity, and specifically. antinuclear antibodies (ANA) are one of the most rel-
evant antibodies present in systemic autoimmune diseases (AID). In the present study, we evaluate the relationship between
ANA and sociodemographic and biobehavioral factors in a population with a low pre-test probability for systemic AID.
ANA were determined in serum samples at baseline visit from 2997 participants from the Camargo Cohort using indirect
immunofluorescence assay, and two solid phase assays (SPA), addressable laser bead immunoassay, and fluorescence enzyme
immunoassay. Sociodemographic and biobehavioral features of the subjects were obtained at baseline visit using a structured
questionnaire. The prevalence of ANA positive results was significantly higher when indirect immunofluorescence assay was
used as screening method in comparison with SPAs, being higher in females. older subjects, and those with higher C-reactive
protein levels. Considering biobe havioral features, the prevalence was higher in those individuals with a sedentary lifestyle,
and in ex- and non-alcohol users. Moreover, considering the relevance of the antibody load using A NA Screen, the prevalence
of the antibody load also increased with age. especially in females. In conclusion, the prevalence of ANA varies depending
on sociodemographic and biobehavioral features of the subjects, which could be relevant specifically in a population with a
low pre-test probability for systemic AIDs.

Keywords Antinuclear antibodies (ANA} - Autoimmune disease (AID) - Indirect immunofluorescence (11F) - Solid phase
assays (SPA ) - Pre-test probability - Sociodemographic and biobehavioral features

Introduction existence of ANA was the description of the LE-cell phe-
nomenon by Hargraves et al. in 1948 [1]. However, it was
not until the early 1950s, due to the research performed by

Coons, Kaplan, and Weller, when indirzct immunofluores-

Auntoantibodies are the hallmark of autoimmunity, and
specifically, antinuclear antibodies (ANA) are one of the

most relevant antibodies present in systemic autoimmune
diseases (AID). The presence of ANA, together with anti-
dsDMNA antibodies and extractable nuclear antigens (ENA),
is important for the classification, diagnosis, and monitor-
ing of patients with systzmic AID. The first evidence of the
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cence (IIF), using cryopreserved sections of rodent tissues
as substrate, began to be used for the detection of ANA.
Later on, in the mid-70s, it was discovered that human tissue
culture cells, such as human epithelial type-2 cells (HEp-2
cells) derived from laryngeal carcinoma, were better than
primary organ sections for the detection of ANA. This is so
because the production of this type of cell in large numbers
was easier and they had bigger nuclei and expressed antigens
in various stages of the cellular cycle [2].

Despile being characteristic of syslemic AID, ANA are
not specific since they may be present in organ-specific AID
[3]. infections [4, 5], inflammatory disorders [6], neoplasms
[7]. or even in healthy individuals [8, 9].
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Currently, the IIF assay using HEp-2 cells as substrate,
due to its high sensitivity, continues to be one of the rec-
ommended methods for the study of ANA, as expressed
in the position statement of the American College of
Rheumatology (ACR), published in 2010, and also by the
Europzan League Against Rheumatism, EULAR in 2019
[10]. Likewise, as demonstrated in a recent publication by
the Spanish group of autoimmunity (GEAI), it continues
to be the most widely used method for ANA detection
[11]. Nevertheless, in recent years, several publications
have questioned this position and question whether IIF
should be replaced by solid-phase assays (SPA) [12-16].
Despite all this technological development for the study
of ANA, the 2019 EULAR/ACR classification crileria
for SLE maintain the presence of ANAs using HEp-2
cells or an equivalent positive test as an entry criterion
for SLE patients [17]. However, it should be noted that
the IIF assay using HEp-2 cells is a laborious process,
that needs skilled operators, and therefore, the reliability
of the results is directly relaled to the experience of the
technician.

In comparison with the IIF assay, SPAs are less sensi-
tive but more specific for the detection of ANA in systemic
AID [18, 19]. In addition, different studies have shown that
combining the results obtained with both technigues (IIF
and SPA) is more accurate than performing either of the two
tests separately [14, 16, 20]. In fact, the single presence of
ANA by IIF is not specific of AID, since these autoantibod-
ies appear in up to 30% of healthy individuals, a proportion
that increases with age, especially in women [&, 21-23].

However, all of this evidence generally comes from well-
characlerized cohorts of patients with systemic AIDs, and
yel there are scarce data on the value of ANAs detected
by IIF and SPA in unselected populations and especially in
cohorts with a low pretest probability. This is a very impor-
tant aspect to consider due to how the request for ANA has
evolved over the years. Historically, only rheumatologists
and clinical immunologists ordered ANA for diagnosis of
sysiemic AID. Over time, several clinicians, such as nephrol-
ogists, inlernists, and gastroenterologists joined in requesting
ANA, and currently, almost any clinician and even general
practitioners should request them [24]. Initially, as a conse-
quence of this increase in the number of requested tests, the
pre-test probability for ANA detection was very high, and in
recent years, it has been significantly reduced, reaching cur-
rently a very low pre-lest probability. Therefore, due to this
low pre-test probability, the post-test probability for ANA
positivity is also low. Taking into account this aspect, we
consider that it is of great importance to study the presence
of ANA through IIF and SPA in a low pre-test probability
population for systemic AID, such as the Camargo Cohort
[25] since ANA detection by IIF may be better when the pre-
test probability is high, whereas SPA techniques are more
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useful in populations with an overall low pre-test probability
for systemic AID.

A less studied aspect is whether there is a relationship
between the prevalence of ANA and the sociodemographic
features of a population. Although some reports suggest a
higher prevalence of ANA in females and older individu-
als [26, 27]. the associgtion betwean ANA and other soci-
odemographic factors is largely unknown. Therefore, in the
present work, we evaluate the relationship between ANA and
sociodemographic and biobehavioral factors in the Camargo
Cohort, a well-established population with a low pre-test
probability for systemic AID. which could reflect the curment
trend regarding the request for ANA.

Methods
study population and serum collection

The Camargo Cohort study is a prospective commu-
nity—based study designed to evaluate the prevalence and
incidence of metabolic bone diseases and risk factors for
osteoporosis and fragility fractures in Caucasian postmeno-
pausal women and men older than 49 who attended a Pri-
mary Care Centre in Northern Spain for their regular health
examination or medical reasons, whichever happened first.
The study was set up between February 2006 and February
2011, and full details of this cohort have been previously
reported [28-31].

In the present study, 2297 serum samples from all the
subjects included in the Camargo Cohort have been ana-
Iyzed. Specifically, the first available serum sample of each
subject has been tested for the presence of ANA. This sam-
ple was selected to focus on an age range where ape-associ-
ated increases in ANA become apparent with a low pretest
probability.

The study was conducted according to the criteria
set by the Declaration of Helsinki and was approved by
the Regional Ethics Committee (CEIm Internal Code:
2020.309). All patients gave their written informed consent.

Data collection and assessment
of sociodemographic and biobehavioral features

Al the baseline visilt, subjects were interviewed by the
investigators using a structured questionnaire that included
age, sex, education level, smoking, alcohol consumption,
physical exercise, cardiovascular risk factors, chronic disor-
ders, body mass index (BMI). and serum C-reactive protein
(CRP) levels. BMI was defined as the weight (kg) divided
by height squared (m?), and was stratified as follows: under-
weight {<20), normal weight (20-25), overweight (25.01-
29.99), and obese (=30). Smoking was classified as current,
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ex-smoker, and non-smoker. Current alcohol intake was
defined as =20 g of alcohol per day, and subjects were clas-
sified as current, ex-, and non-alcohol consumers. Physi-
cal activity was classified as sedentary (armchair to bed),
moderate (<3 hiweek of active exercise), and intense (> 3
hiweek of active exercise).

ANA screening methods

At baseline, serum samples from each subject were obtained
and used for ANA testing. Specifically, ANA was deter-
mined by three different methods including IIF on HEp-2
cells (Biosystems, Barcelona, Spain), and two SPAs, such
a5 ANA Screen (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), and connec-
tive tissue disease (CTD) Screen (ThermaoFisher, Freiburg,
Germany}.

IIF assay on HEp-2 cells

Sera were diluted 1:160 with phosphate-buffered saline
(PBS), which was considered the screening dilution. A cut-
off 1:160 ANA titer was selected instead of 1:80 in order
to obtain a high specificity (86.2% (CI 95% 80.4-90.5))
maintaining a relatively high sensitivity (95.8% (CI 95%
94.1-97.1)) [32]. A Zeiss fluorescence microscope with
incident mercury light illumination and filters for activa-
tionfemission of fluorescein isothiocyanate (FITC) was used.
Slides with fixed HEp-2 cells served as a source of nuclear
antigens (Biosystems, Barcelona, Spain). FITC-conjugated
rabbit anti-human IgG was used as the secondary antibody
(Biosysiems, Barcelona, Spain). Incubations, washing steps.
and mounting microscope slides were done following the
manufacturer's instructions. The slides were inspected under
the fluorescence microscope at 400 magnification. Nuclear,
cytoplasmic. and mitotic HEp-2 patterns were considered.
and the nomenclature for ANA detected using IIF assay on
HEp-2 cells was performed according to the International
Consensus on ANA Patterns (ICAP) [33, 34].

ANA Screen Bio-Rad

The BioPlex 2200 ANA Screen system (Bio-Rad, Hercu-
les [CA], USA) based on ALBIA technology was used to
detect 13 types of autoantibodies simultaneously. such as
those directed against dsDNA, chromatin, centromere B,
5cl-70, ENP (RNP-A, RNP-68), Sm, RNP/Sm, Ro (55A-32,
S8A-60). S5B/La, Jo-1, and ribosomal P protein, following
manufacturer’s instructions. The presence of anti-dsDNA
antibody was classified as negative when levels were <4 IW/
mL, indeterminate if 5 to 9 ILVmL, and positive when =10
IU/mL. as recommended by the manufacturer. For the other
autoantibodies, the results were expressed as an antibody
index (Al). An Al of 1.0 was the cui-off concentration that
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corresponded to approximately the 99th percentile of values
obtained from a non-disease population in the manufactur-
er's study. Results of = 1.0 were reported as positive (range,
0.2-8.0 AI). A test result was considered positive for ANA if
one or more of the antibody tests in the panel were positive.

CTD Screen ThermoFisher

Elis CTD Screen (ThermoFisher, Freiburg, Germany j based
on FELA was run on Phadia 250 system (Thermo Fisher Sci-
entific) to detect autoantibodies against 14 antigens, such as
centromere (CENP-B ), dsDNA. Jo-1, Mi-2, proliferating cell
nuclear antigen {(PCNA), poly myositis (PM)-Scl, ribosomal-
P, RNA Pol 11, Sc1-70, Sm, SSA/R0 (Ro52 and Ro6l), SSB/
La, UI-RNP (RNP-70. A, and C), and fibrillarin, following
manufacturer’s instructions. The results obtained were inter-
preted as positive. indelerminate, or negative according to
the cut-off values specified by the manufacturer (> 1.0 ratio,
positive; 0.7-1.0 ratio, indeterminate; <0.7 ratio, negative).
A test result was considered positive for ANA when one or
maore of the antibody t2sts in the panel were positive.

Statistical analysis

The distribution of conlinuous variables was assessed using
Kolmogorov—-Smirnov or Shapiro-Wilk tests when indi-
cated. Results were expressed as mean + standard devia-
tion for continuous variables and percentages for categorical
data. Comparisons were based on the chi-squared test or
Fisher test for categorical data and the Student’s s-test or
Mann-Whitney U-test for parametric and non-parametric
continuous variables, respectively. A two-tailed p-value
<0.05 was considered significant in all the calculations.
Statistical analysis was performed using SPSS 28.0 (IBM
Corp.. Armonk, NY, USA).

Results

Prevalence of ANA according to the three
assays and assoclation with sociodemographic
characteristics

The sociodemographic and biobehavioral variables of the
subjects included in the study are shown in Table 1. The
prevalence of ANA positive results in the subjects of the
Camargo Cohort using the three methods for ANA detec-
tion, considering the different sociodemographic features.
is shown in Table 2.

As previously stated, the prevalence of ANA positive
results is significantly higher when IIF assay (25.8%) was
used as screening method in comparison with SPAs, includ-
ing ANA Screen (13.6%) and CTD Screen (7.9%) [25]. As

) Springer



ANEXOS

Immunclogic Research

ex-smoker, and non-smoker. Current alcohol intake was
defined as =20 g of alcohol per day. and subjects were clas-
sified as current, ex-, and non-alcohol consumers. Physi-
cal activity was classified as sedentary (armchair to bed),
moderate (<3 h'week of active exercise), and intense (> 3
hfweek of active exercise).

ANA screening methods

At baseline, serum samples from each subject were obtained
and used for ANA testing. Specifically, ANA was deter-
mined by three different methods including ITF on HEp-2
cells (Biosystems, Barcelona, Spain), and two SPAs, such
a5 AMA Screen (Bio-Rad, Hercules, CA |, USA), and connec-
tive tissue disease (CTD) Screen (ThermoFisher, Freiburg,
Germany).

IIF assay on HEp-2 cells

Sera were diluted 1:160 with phosphate-buffered saline
(PBS). which was considered the screening dilution. A cut-
off 1:160 ANA titer was selected instead of 1:80 in order
to obtain a high specificity (86.2% (CI 95% 80.4-%0.5))
maintaining a relatively high sensitivity (95.8% (CI 95%
94.1-97.1)) [32]. A Zeiss fluorescence microscope with
incident mercury light illumination and filters for activa-
tionfemission of Auorescein isothiocyanate (FITC) was used.
Slides with fixed HEp-2 cells served as a source of nuclear
antigens (Biosystems, Barcelona, Spain). FITC-conjugated
rabbit anti-human 1gG was used as the secondary antibody
(Biosysiems, Barcelona, Spain). Incubations, washing steps,
and mounting microscope slides were done following the
manufacturer's instructions. The slides were inspected under
the luorescence microscope at 400 magnification. Nuclear,
cytoplasmic. and mitotic HEp-2 patterns were considered,
and the nomenclature for ANA detected using 1IF assay on
HEp-2 cells was performed according to the International
Consensus on ANA Patterns (ICAP) [33, 34].

ANA Screen Blo-Rad

The BioPlex 2200 ANA Screen system (Bio-Rad, Hercu-
les [CA], USA) based on ALBIA technology was used to
detect 13 types of autoantibodies simultaneously, such as
those directed against dsDNA. chromatin, centromere B,
5c1-70, RNP (RNP-A, RNP-68), Sm, ENP/Sm. Ro (55A-32,
S5A-60), 55B/La, Jo-1, and ribosomal P protein, following
manufacturer’s instructions. The presence of anti-dsDNA
antibody was classified as negative when levels were <4 IL/
mL, indeterminate if 5 to 9 IW/mL, and positive when >10
IW/mL, as recommended by the manufacturer. For the other
autoantibodies, the results were expressed as an antibody
index (AI). An Al of 1.0 was the cut-off concentration that
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corresponded to approximately the 99th percentile of values
obtained from a non-disease population in the manufactur-
er’s study. Results of > 1.0 were reported as positive (range,
0.2-2.0 AT). A test result was considered positive for ANA if
one or more of the antibody tests in the panel were positive.

CTD Screen ThermoFisher

EliA CTD Sereen (ThermoFisher, Freiburg, Germany b based
on FELA was run on Phadia 250 system (Thermo Fisher Sci-
entific) to detect autoantibodies against 14 antigens, such as
centromere (CENP-B), dsDNA, Jo-1, Mi-2, proliferating cell
nuclear antigen (PCNA), poly myositis (PM)-5cl, ribosomal-
P, RNA Pol 111, Scl-70, Sm, 35AR 0 (Ro52 and Ro6D), SSB/
La, UI-RNP (RNP-70, A, and C), and fibrillarin, following
manufacturer’s instructions. The results obtained were inter-
preted as positive, indeterminate, or negative according to
the cut-off values specified by the manufacturer (= 1.0 ratio,
paositive; 0.7-1.0 ratio, indelerminate; <0.7 ratio, negative).
A test result was considered positive for ANA when one or
more of the antibody tests in the panel were positive.

Statistical analysis

The distribution of continuous variables was assessed using
Kolmogorov-Smirnov or Shapiro-Wilk tests when indi-
cated. Results were expressed as mean + standard devia-
tion for continuous variables and percentages for categorical
data. Comparisons were based on the chi-squared test or
Fisher test for categorical data and the Student’s w-test or
Mann-W hitney [-test for parametric and non-parametric
continuous variables, respectively. A two-tailed p-value
<0.05 was considered significant in all the calculations.
Statistical analysis was performed using SPSS 28.0 (IBM
Corp.. Armonk, NY, USA).

Results

Prevalence of ANA according to the three
assays and assoclation with soclodemographic
characteristics

The sociodemographic and biobehavioral variables of the
subjects included in the study are shown in Table 1. The
prevalence of ANA positive results in the subjects of the
Camargo Cohort using the three methods for ANA detec-
tion, considering the different sociodemographic features,
is shown in Table 2.

As previously stated, the prevalence of ANA positive
results is significantly higher when IIF assay (25.8%) was
used as screening method in comparison with SPAS, includ-
ing ANA Screen (13.6%) and CTD Screan (7.9%) [25]. As
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observed in the prevalence of ANA. Nevertheless, using IIF
or CTD Screen, a higher, albeit non-significant, frequency
of ANA positive results was observed in the subgroup of
subjects without studies.

Prevalence of positive ANA and assoclation
with selected blobehavioral features

Several differznces were observed in the prevalence of
ANA according to the selected biobehavioral characteris-
tics (Table 3). While no differences were observed in the
prevalence of ANA according to the BML. the prevalence
of these autoantibodies varied depending on the physical
activity and the alcohol intake of the subjects. Specifically,
ANA-positive results were more frequent in participants
with a sedentary lifestyle in comparison with individuals
that performed moderate or intense physical activity. These
results were observed when the screening of ANA was per-
formed using I1F assay (p = 0.03) and CTD Screen (p =
0.01). Likewise, this trend was also observed using ANA
Screen, without reaching a significant difference. Regarding
aleohol consumption, independently of the method used for

ANA detection, the prevalence of ANA was higher in ex-
and non-alcohol consumers compared o current users. How-
ever, among the three methods used, only the CTD screen
demonstrated to be significantly higher in both groups (p =
0.008). When the prevalence of ANA was analyzed regard-
ing the smoking habit. a higher frequency of ANA positive
results was observed in non-smoker subjects independently
of the screening method used. Nevertheless, the observed
differences did not reach statistical significance. Finally,
using CTD Screen. a significant increase in the prevalence
of ANA was found in those subjects with higher CRP levels
(p=10.01). This finding was also observed using IIF assay
as a screening method for ANA detection.

Prevalence of ANA titers by IIF and assoclations
with selected sociodemographic and biobehavioral
features

The prevalence of ANA by IIF assay, considering the
different antibody titers observed, showed different
associations with the selected biobehavioral measures.

Table 3 Estimated prevalence

of antinuclear antibodies Variabile f&:‘: » ::q;; Sosen + o i':‘;:!}.'inaen * L
{ANA) in the Camargo Cohort (%) ) '
according to BMI, smoking,
alcohol intzke. physical activity. — BMI (kghn’), 0 (%) 0.98 0.90 0.52
and C-reactive prokein <20 000) 000) 0 (o)
2)-25 146 (26.8) T2(13.6) 43 (8.1
25.00-29.99 326 (2500 168 (13.1) TT{59)
=3 263 (26.0) 137 (13.8) o1 (90
Smoking, r (%) 0.08 0.93 035
Currenr 118 {26.7) 54(124) 21 {4.8)
Ex 154 (22.7) B2 (124) 39 (5.8)
Ner 502 (26.8) 264 (14.3) 175 (9.4)
Alcohol intake, x (%) .11 0. 0UD0E
Currenr 172 (23.2) Bl (111} 3547y
Ex 62 (26.5) 34 (14.9) 22 (9.5)
No 540(26.T) 285 (14.4) 1TE (E.8)
Phuysical activity, n (%) 0.03 096 0ol
Sedentary 50 (32.3) 29(19.2) 24(15.5)
Muoderare 330 (26.T) 160(13.1) 101 {E.2)
Trrenze 3RT (24.5) 207 (13.4) 109 (6.9
CRP (mgddl), v (%) 007 048 (111
<010 236 (24.8) 105 (11.2) 51454
Q0049 313(25.5) 185 (15.3) 109 {E.9)
050-1.0 1046 (27.7) 48 (12.9) 30 (7.9
=10 T (30.0) 32(14.2) 26(11.2)

n: reflects the number of subjects within the sample. %: reflects the percentage of subjecis in each sub-
group. *p for tend for each ANA technigue
Abbreviations: ANA antinockear antibodies, [IF indirect immunofluorescence, BMT body mass index, CRP

C-reactive prodein

€1 Springer

131



ANEXOS

Immunologic Ressarch

Specifically, ANA positive results were considerad as
1/160 or =1/160, and the specific tiler obtained was also
taken into account.

As can be seen in Supplementary Table 1, when the
study population was siratified by age, as expected due
to the low pretest probability of the subjects included,
a high frequency of negative results was obtained at all
ages, ranging from 69.9 to 75.9%. When A NA results were
stratified in negative, positive titers 1/160 or > 1/160 and
analyzed across the age strata, the p for trend was 0.036.

Considering the prevalence of ANA based on sex. a
significantly higher frequency of negative results was
observed in males (p < 0.0001) (Table 4). Likewise,
while no differences were observed in the frequency of
17160 ANA positive results, a significant increase of titers
> 1/160 was observed in women (p < 0.0001). Specifically,
females showed a significant increase of ANA-positive
results at titers of 1/320 and > 1/1280 compared to males
(p < 0.0001, and p = 0.0002, respectively).

When the different ANA titers were considered accord-
ing to the education level of the participants (Supplemen-
tary Table 2} or the smoking habit (data not shown}. no
differences were observed. Moreover, considering ANA
titers and alcohol intake {Supplementary Table 3) or serum
CRP guartiles { Supple mentary Table 4), we found a trend
for lower AMA titers in current drinkers (p = 0.059) and
higher titers in participants in the higher quartiles of serum
CRP levels (p = 0.058).

On the contrary, when the different tilers of ANA were
considered in subjects according to their physical activity,
several differences were observed, as depicted in Table 5.
Thus. while no differences were observed regarding 1/160
ANA positive results, the prevalence of ANA positive
results at titers = 1/160 was significantly higher in seden-
tary subjects in comparison with those who carried out
some physical activity (p=0.0003).

Table 4 Frequency of ANA positive results by indirect immunofluo-
mscence ([[F) assay stratified by sex

Male Female P

AMA IIF negative, r (%) BA(TEG) 13920717 <0000
AMAIF + 10160, 8 (%) 141{134) 272014 0.66
AMNAIF + = 1160, 1 (%) 85(8.0 AT (143) <0.0001
ANA ITF + 14320, 1 (%) 36(3.4) 1457.5) <0.0001
ANA ITF + 10, n (%) 292m 41(2.1) 0.33
ANA ITF + 11280, n (%) 14(1.3) A0(2.1) 0.19
ANA ITF + = 1280, m(%)  600U6) 49(2.5) 0.0002

n: eflects the number of subjects within the sample. %: mflects the
percentape of subjects in each subgroup

Abbreviations: ANA antinuclear antibodies, IIF indirect immunofiuo-
®scence
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Table 5 Frequency of ANA positive results by indirect immunofluo-
mescence ([IF) assay stratified by physical activity

Sedentary Moderate Iniense "

AMNA IIF negative. 105 (67.7) 907 {735y 1190 (75.4) 007
(%)

AMNA TIF + 17160, IT{100p 1794145y 213(135) 036
(%)

AMNMATIF + = 17160, IF2LEY 15040122 TS0 Dudns
(%)

ANA ITF + 14320, n 1700y TOSTy 9460 0ol
(%)

ANA ITF + 1f640, n 3019 28 3/2D 093
(%)

ANA ITF + 141280, 6(3.9) 2823 19011 008
(%)

ANA ITF + = 1/1280,  Ti(4.6) 21(LTy  26(1.6) 0oz
(%)

n: mflects the number of subjects within the sample. %: meflects the
percentape of subjects in each subgroup. p values represent the differ
ences between sedentary subjects and those who perform any physi-
cal activity. p-value for tend = (U2 for each exercise category

Abbreviarions: ANA antinuclear antibodies, [iF indirect immunofluc-
Tescence

Relevance of the antibody load and assoclations
with sociodemographic and biobehavioral
characteristics

The comparison between the antibody load observed in
Camargo Cohort subjects using ANA Screen, which gives
information about 14 specificities. and the selected sociode-
mographic features and biohehavioral measures is shown
in Table 6. According to the number of autoantibodies, the
subjects were classified as follows: antibody load 0 (no
autoantibody. 86.4%), antibody load 1 (1 autoantibody,
12.4%). and antibody load =2 (2 or more autoantibodies,
1.2%). An increasing frequency of antibody loads | and >2
was detected as the age of the subjects increased (p=0001).
Onee again, when the sex of the participants was con-
sidered. a significantly higher frequency of positive results
(antibody load 1 and >2) was observed in females. Regard-
ing alcohol intake, the antibody load tended to be lower in
current drinkers (p = 0.08). No significant differences were
observed in the different sociodemographic features and
biobehavioral measures in terms of antibody load.

Discussion

The determination of ANA is very important for the diag-
nosis of patients with suspected systzmic AID. However,
less is known about the true value of these antoantibodies in
populations with & low pre-lest probability for systemic AID,
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Table 5 Antibody load using

ANA Screen assay according Antibody load 0 Antibody load 1 Antibody load =2 P*
lf:a *hmﬂmf}.ﬂ:ﬁ;ﬁﬂc Total, # (%) 2541 i86.4) 364(12.4) 36(1.2) -
ch.n;amx;zticsiﬂ:u::ugo Age {yms.).n (%) oot
Cohort subjects <50 T2(90.0) 6(7.5) 2{2.5)
5059 93 (35.8) 112 (10.6) Ti0T)
6069 759 (35.7) 117(13.2) 10(1.1)
7079 513 (84.5) B3(13.7) 11(1.8)
ZE0 258 (83.2) 46 (14.8) G(1.9)
Sex, n (%) 0.0001
Malz 923 (39.0) 110 (1.6 4i0.4)
Female 1618 (85.0) 254(13.3) 32114}
Education kewel, x (%) 0.56
Nesne: 37 (88.1) 4(9.5) 1024}
Elemenary 1816 (86.3) 258 (12.3) 30114}
Secondary A0 (36.4) 62 (13.1) 2i0.4)
Vicational training B9 (B4 14 {13.6) 0000
Ulniversiry 109 (86.5) 15(11.9) 2(1.6)
BMI k), 1 (%) 068
<20 4100y 00.0) 0100
20-25 456 (36.4) 66(12.5) 611}
25.00-29.99 1111 {86.9) 153 (12.0) 15(1.2)
230 BS54 (36.2) 123 (12.4) 1411.2)
Smoking, x (%) 0.62
Current 3R (F7.6) 49(11.2) SQ1.1)
Ex-simoker 579 (87.6) TR(11.8) 4i0.6)
Nost-striooker 1580 (85.7) 237(12.9) 27(1.5)
Alcohol intake, 5 (%) 008
Current 646 (35.9) T4(10.2) 7110}
Ex 194 (85.1) 34(14.9) 00.0)
Neo 1701 (85.6) 256 (12.9) 29(1.5)
Physical activity, n (%) LAY
Sederntary 122 (20.8) 26(17.2) 3(2.0)
Maderare 1058 (86.9) 142 (11.7) 18(1.5)
Inrense 1339 (86.6) 193 (12.5) 1410.9)
CRP {emgddl), n (%) ol
<010 #35 (85.8) 96 (10.2) 20100
0.10-0.49 1025 (84.7) 170 (14.0) 15(1.2)
0.50-1.0 324(81.1) A0(11.8) R12.2)
=10 193 (85.8) 29(12.9) 3(1.3)

n: reflects the number of subjects within the sample. %: reflects the percentage of subjecis in each sub-
croup. “p” repe sents p-values for tend. except for sex (for each antibody load category )

Abbreviations: BMI body mass index. CRP C-reactive protein

and even less about their association with sociodemographic
features in these populations.

The present study provides an estimation of the preva-
lence of ANA, using an IIF assay and two different SPAs,
according to different sociodemographic factors and with
selected biobehavioral measures. Our results show an over-
all prevalence of ANA of 25.8% by IIF at 1/160 serum-
dilution, 13.6% using ANA Screen, and 7.9% using CTD

Screen, which is higher in the case of IIF in comparison
to other published reports in healthy selected populations
[35-37]. These differences likely relate to the characteris-
tic of the different study populations and the variations in
ANA assessment across laboratories. The higher prevalence
of ANA detected by IIF assay using HEp-2 cells, in com-
parison with SPA, could be due to the fact that HEp-2 cells
have approximately 100-150 possible autoantigens, which
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can be considered the bigger array of autoantigens, while
not all specific autoantigens are included in SPAs. Likewise,
independently of the methodology used for ANA detection,
the frequency of positive results was higher in women than
in men. Besides, considering the age of the participants, the
older the subject the higher the prevalence of ANA, regard-
less of the method, although this increase was more evi-
dent when SPAs (ANA Screen and CTD Screen) were usad
[22. 38, 39]. This linear tendency was not observed using
1IF, probably due to the presence of ANA patterns that are
not associated with any detectable antigenic specificity, as
reported in some studies [40]. Furthermore, in line with the
results published by other authors, ANA prevalence did not
vary with the education level [35].

Considering the association between ANA with selected
biobehavioral variables, unlike other studies in which it was
observed that the presence of ANA is less common in over-
weight and obese individuals than in normal-weight indi-
viduals [35], we did not observe differences in the preva-
lence of ANA according to the BMI categories. However,
the prevalence of these autoantibodies varied depending on
the physical activity and the alcohol intake of the partici-
pants. Thus, the prevalence was higher in those individuals
with a sedentary lifestyle and in ex- and non-alcohol users
compared to current alcohol consumers. The mesults relatad
to physical activity could be important because the presence
of ANA has been associated with decreased carotid elastic-
ity, suggesting that mechanisms resulting in ANA produc-
tion may be involved in the development of early athero-
sclernsis [41]. Other authors have also shown that moderate
alcohol consumption has been associated with decreased
systemic lupus erythematosus (SLE) risk [42]. Likewise, it
has also been described in several studies that aleohol acts
4% a protective factor against the development of other AID,
such as diabetes [43], multiple sclerosis, [44] or especially,
rheumatoid arthritis (RA) [45, 46]. In the case of RA, upon
alcohol exposure, different factors have been identified to
be reduced, such as antigen-presentation, T cell activation
capacity of antigen-presenting cells, B cell maturation and
proliferation, 1L-21 production by T follicular helper cells,
antigen-specific IgG. and proinflammatory cytokines. More-
over, the Th2 immune response, M2 macrophage function,
and anti-inflammatory cytokines (1L-10, TGF-f) [47] seem
to be increased. All these factors could be associated with
areduced risk of RA. In the present study, we observed an
increasing, albeit non-significant, trend in the antibody load
in non-aleohol consumers compared to current drinkers.

In addition. despite some studies suggesting smoking as
a risk factor for SLE, RA, and other AID [48], we found
a higher frequency of ANA-positive resulis in non-smoker
subjects independently of the screening method used.
Finally, using IIF and CTD Screen, a significant increase
in the prevalence of ANA was found in those subjects with
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higher serum CRP levels, which could indicate the involve-
ment of systemic inflammation in the development of sys-
temic AID. In the same way, this finding could be related to
the processes of immunosenescence and autoimmunity that
are observed in aging people, in whom, the development of
autoreactive T cells, as well as an increase in the production
of autoantibodies, has been described [49-51]. Moreover,
there is a relationship between immunosenzescence and the
development of a senescence-associated secretory pheno-
type (SASP). which has been associated with malignancy
progression as well as with autoimmune disorders [51-54].

One could speculate that our findings regarding the asso-
ciation of ANA with different sociodemographic and be hav-
ioral factors might be related to the sample size or even by
chance. However, in our study. the greater the specificity of
the test [55], the greater the statistical significance of some
relevant sociode mographic variables analyzed. such as age,
aleohol intake, physical activity, and serum CRP levels (as
a subrogate marker of inflammation). Due to the scarcity
of data and these potzntial associations, further studies are
needed to confirm our findings.

To our knowledge, this is the first study in which the rel-
evance of the autoantibody load is considered. as has been
described in antiphospholipid syndrome (APS). In the APS,
depending on the numbser, the type, and the titer of antiphos-
pholipid antibodies, it is possible to establish different risk
profiles [55]. In our study, focusing on the relevance of the
antibody load using ANA Screen and their associations
with selected sociodemographic f2atures and biobehavioral
measures showed that among subjects with antibody loads
1 {one autoantibody) and 22 (two or more autoantibodies).
in addition to the prevalence of ANA, the prevalence of the
antibody load also increases with age.

Our study has some limitations. Firstly, those inherent to
a cross-sectional study. Secondly. the evaluation of antigenic
specificities in those patients with ANA positive results in
the screening assay using SPA was only possible using the
ANA screen and not the CTD screen. Thirdly, not all types
of antoantibodies were assessed. Finally, the small simple
size of certain subgroups may have limited our power to
detect differences in ANA prevalence for some factors.
Mevertheless, our study also has several strengths, such as
the large number of subjects included belonging to a well-
established population cohort with a low pre-test probability
for systemic AID, and a long-term follow-up, which could
reflect the curent trend regarding the request for ANA and
allow us to draw more robust conclusions. There is no other
study in which so many subjects have been included, with
such a long follow-up period, where the association betwesn
the presence of ANA and selected sociodemographic fea-
tures and biobehavioral measures had been evaluated.

In conclusion, the prevalence of ANA is higher using
IIF assay than SPA in a population-based cohort with a low
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pretest probability for AIDs. However, independently of the
technique used, the prevalence of ANA is higher in females
and older subjects. Considering biobehavioral measures,
ANA-positive results were frequent in those individuals
with a sedentary lifestyle, as well as in ex-and non-alcohol
consumers. Finally, it is important to highlight the study of
the antibody load. since it may be relevant when establishing
the risk profile of population-based subjects.
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8.3 ANEXO Il

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los trastornos del metabolismo dseo y mineral (osteoporosis, enfermedad de Paget y déficit de vitamina D) son procesos
frecuentes que producen un debilitamiento de la resistencia de los huesos, aumentando el peligro de tener una fractura.

En la mayoria de las ocasiones no dan sintomas antes de la fractura y por ello es importante diagnosticarlos precozmente. Para
ello, ademds del preceptivo reconocimiento médico, disponemos de métodos auxiliares como son algunas determinaciones
analiticas, la radiologia y la densitometria. Con estas técnicas podemos detectar la presencia de estos trastornos antes de que
aparezcan los sintomas y nos hacemos una idea aproximada de cual es el riesgo de fractura.

El estudio en el que le proponemos participar va a consistir en acudir a su Centro de Salud para ser valorado por su médico de
familia y realizar unas determinaciones analiticas (se le extraeran unos 30 cc de sangre, que es el equivalente a dos cucharadas
soperas) y se realizard una radiografia de la columna y se medira la densidad mineral ésea por densitometria.

Las pruebas que se le van a realizar son las mismas que se le hacen a un paciente en quien se quiera descartar la existencia de
un trastorno del metabolismo dseo y mineral (osteoporosis, enfermedad de Paget o deficiencia de vitamina D). También se
obtendra una muestra de 5 ml de sangre que se almacenara para determinar si existe una predisposicion genética a desarrollar
alguna enfermedad ésea metabdlica como la osteoporosis. El material genético no utilizado en el presente estudio se almacenara
para estudios posteriores, siempre relacionados con la osteoporosis y otras enfermedades dseas metabdlicas. Las pruebas que
se van a realizar no implican ningun peligro. Y nos van a ayudar a estudiar su metabolismo mineral 6seo y a orientarle sobre si
precisa o no alguna medida de prevencion o un tratamiento.

Los datos obtenidos son rigurosamente confidenciales y serdn tratados de acuerdo con la Ley Organica de Confidencialidad de
Datos Personales (Ley Orgdnica 15/1999), y el material genético sélo sera utilizado para investigar sobre la osteoporosis y otras
enfermedades 6seas metabdlicas. Nadie tendra acceso a ellos. Usted tiene derecho a solicitarnos en cualquier momento que
eliminemos de los registros sus datos personales y a recibir los resultados de las exploraciones que le hagan.

Don/dofia: con DNI:

Direccién: y Teléfono:

por medio de la presente reconozco:

1. Que he sido informado por de los objetivos del “Estudio del metabolismo 6seo y mineral
de la poblacién femenina postmenopausica y masculina mayor de 50 afios atendida por un Centro de Salud en Cantabria”

2. Que he comprendido todos los objetivos del estudio.

3. Entiendo que mi participacién es voluntaria, que tengo derecho al acceso a todos mis datos y que puedo retirarme
voluntariamente en cualquier momento del mismo sin que por ello se altere en lo mas minimo mi asistencia médica.

En prueba de ello, firmo el presente en Camargo a de de 20

Fdo: Fdo.Dr/a.:
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8.4 ANEXO IV

CRITERIOS DE CLASIFICACION DE LAS EAS (Criterios ACR/EULAR:
American College of Rheumatology / European Alliance of
Associations for Rheumatology)
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TABLAS DE CRITERIOS DE CLASIFICACION (Criterios ACR / EULAR)

Las tablas con los criterios de clasificacion estan ordenadas cronoldgicamente con los criterios
gue estaban vigentes cuando se incluyeron los sujetos a la Cohorte Camargo y en segundo lugar
con los criterios vigentes en el momento de revisar la historia clinica de los 2.997 sujetos de

estudio.

ARTRITIS REUMATOIDE (AR)

Criterios de clasificacion anteriores, 1987. Sélo son de clasificacion.

Criterios de la American Rheumatism Association 1987 para la clasificacion de artritis reumatoide

(AR)
CRITERIO DEFINICION
1. Rigidez matutina Rigidez matutina de al menos 1 h de duracién
2. Artritis de 3 o mas areas Al menos 3 areas articulares presentan simultaneamente
articulares tumefaccidn de partes blandas o derrame observados por un
médico
3. Artritis de las articulaciones | Tumefaccidn en al menos una articulaciéon: mufieca, MCP o IFP
de las manos
4. Artritis simétrica Afectacidn simultanea de las mismas areas articulares en los 2
lados del cuerpo
5. No&dulos reumatoides Nédulos subcutédneos sobre prominencias 6seas o superficies
extensoras o en regiones yuxtaarticulares observados por un
médico
6. Factor reumatoide sérico Demostracion de aumento anormal del factor reumatoide sérico
7. Cambios radioldgicos Cambios tipicos de AR en la radiografia de manos y mufiecas, que

deben incluir erosiones o descalcificacidn ésea localizada en las
articulaciones afectadas

Un paciente sera clasificado como AR si satisface al menos 4 de los 7 criterios. Los criterios 1 a 4 deben
estar presentes durante al menos 6 semanas.

IFP: interfalangicas proximales; MCF: metacarpofalangicas
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Criterios vigentes, 2010. Son de clasificacién y de diagndstico.

Criterios de ACR/EULAR 2010 para la clasificacién de la artritis reumatoide. Enfermedades
autoinflamatorias clasificadas por criterios clinicos
Es necesario un indice = 6/10 para el diagndstico de artritis reumatoide definida
Debe existir:
1. Sinovitis (inflamacidn) confirmada en al menos una articulacién
2. Sinovitis no explicada por otra enfermedad

Afectacion articular®

1 articulacion grande 0 puntos
2-10 articulaciones grandes 1 punto
1-3 articulaciones pequeiia (con o sin afectacion de articulaciones grandes) 2 puntos
4-10 articulaciones pequefias (con o sin afectacion de articulaciones grandes) 3 puntos
>10 articulaciones (al menos una pequefia)® 5 puntos
Serologia®

FR y ACPA negativos 0 puntos
FR y/o ACPA positivos (titulos bajos) 2 puntos
FR y/o ACPA ambos positivos (titulos altos) 3 puntos

Reactantes de fase aguda
PCR y VSG normales 0 puntos
PCR y/o VSG elevadas 1 punto

Duracion de los sintomas
<6 semanas 0 puntos
>6 semanas 1 punto

D. Aletaha, T. Neogui, A.J. Silman, J. Funovits, D.T. Felson, C.0.Bingham 3rd 2010 Rheumatod
arthritisclassification criteria: an American College of Rheumatology/European League Against
Rheumatism collaborative initiative. Arthritis Rheum.,2010; 2569-2581

a. La afectacion articular se refiere a cualquier articulacion dolorosa o inflamada en la exploracion fisica
que pueda ser confirmada por pruebas de imagen. Las articulaciones interfalangicas distales, primeras
carpometacarpianas y primeras metatarsofalangicas son excluidas de la valoracion.

-Articulaciones grandes: hombros, codos, cadera, rodillas y tobillos.

-Articulaciones pequefias: metacarpofalangicas, interfaldngicas proximales, 22 a 52
metatarsofalangicas, interfalangicas pies y carpos.

b. En este apartado puede ser combinacidn de articulaciones grandes y pequefias, asi como articulaciones
témporomandibular, acromioclavicular, esternoclavicular, etc.

c. Se consideran titulos bajos valores < 3 veces mayores que el limite superior de la normalidad. Titulos
altos valores > 3 veces la normalidad.

ACPA: anticuerpos antipéptido citrulinados; PCR: proteina C reactiva; FR: factor reumatoide; VSG:
velocidad de sedimentacion globular.

144



ANEXOS

Artritis reumatoide preclinica

Definicion segin EULAR de artralgia sospechosa con riesgo de progresar a artritis reumatoide

Historia clinica:

Sintomas articulares de comienzo reciente < 1 afio

Sintomas localizados en articulaciones metacarpofalangicas

Duracidn de la rigidez matinal > 60 minutos

Empeoramiento de los sintomas articulares a primera hora de la mafana
Historia de familiares de primer grado con artritis reumatoide

Examen fisico:

Dificultad para cerrar la mano
Dolor a la presion de las articulaciones metacarpofalangicas (test squeeze positivo)

EULAR, European League Against Rheumatism; MCF, metacarpofalangicas

Sensibilidad y especificidad para definir la existencia de artralgias con riesgo de AR

NUMERO DE PARAMETROS SENSIBILIDAD (%) ESPECIFICIDAD (%)
21 100 14,1
22 98,4 53,8
>3 90,2 74,4
24 70,5 93,6
25 32,8 100
26 16,4 100
27 1,6 100
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LUPUS ERITEMATQOSO SISTEMICO (LES)

Criterios de clasificacion del ACR modificados (1997)*

1.

AR Rl Bl

Eritema malar
Lupus discoide
Fotosensibilidad
Ulceras orales
Artritis no erosiva
Serositis

Enfermedad renal
Enfermedad neuroldgica

Alteraciones hematologicas

10. Alteraciones inmunoldgicas

11. Anticuerpos nucleares

*Con cuatro o mds criterios se clasifica de lupus

Pleuritis
Pericarditis
Proteinuria
Cilindros celulares
Convulsiones
Psicosis
Anemia hemolitica
Leucopenia: < 4.000/mm?3 en > 2 ocasiones
Linfopenia: <4.000/mm?3en > 2 ocasiones
Trombocitopenia: < 100.000/mm3
Anticuerpos anti-ADN-dc
Anticuerpo anti-Sm
Anticuerpos anti-fosfolipidos positivos:
o Anti-cardiolipina IgG o IgM
o Anticoagulante lupico positivo
o Prueba seroldgica para sifilis falsa
positiva 2 6 meses

Criterios de clasificacion del LES propuestos por el grupo SLICC (2012)*

CRITERIOS CLINICOS

1.

R Eal

Lupus cutaneo agudo

Lupus cutaneo crénico

Ulceras orales y/o nasofaringeas
Alopecia no cicatricial

Artritis no erosiva

Serositis

Enfermedad renal

146

Eritema malar

Lupus bulloso

Necrosis epidérmica toxica

Lupus cutaneo subagudo

Erupcion maculopapular lupica
Fotosensibilidad

Lupus discoide (localizado o generalizado)
Paniculitis lupica (lupus profundus)
Hipertroéfico o verrucoso

Tumido

Mucoso

Eritema pernio lUpico

Superposicidn discoide y liquen plano

Pleuritis

Pericarditis

Proteinuria persistente

Cilindros celulares tubulares o mixtos
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8. Enfermedad neurolégica e Convulsiones
e  Psicosis
e  Mononeuritis multiple
e Neuropatia periférica o craneal
e Estado confusional agudo
9. Anemia hemolitica
10. Leucopenia < 4.000/mm3 en > 1
ocasion o linfopenia < 1.000/mm?3 en
> 1 ocasion
11. Trombocitopenia: < 100.000mm3 en
> 1 ocasion
CRITERIOS INMUNOLOGICOS
1. Anticuerpos antinucleares
2. Anticuerpos anti-ADN-dc (x 2 veces el
valor normal del laboratorio)
3. Anticuerpos anti-Sm
4. Anticuerpo antifosfolipidos e Anticoagulante lupico
e VRDL falsa positiva
e Anti-cardiolipina IgG o IgM a titulo
e Anticuerpos anti-B2 glucoproteina
5. Complemento bajo (C3, C4 y/o CH50)
6. Test de Coombs positivo en ausencia
de anemia hemolitica

*Se clasifica de LES con 4 o mds de los 17 criterios propuestos que incluya al menos un criterio clinico y 1

criterio inmunoldgico, o nefritis confirmada por biopsia compatible con LES y presencia de ANA+ o anti-
ADN

147



ANEXOS

SINDROME DE SJOGREN (SS)

Criterios de 2002 revisados para la clasificacion del sindrome de Sjogren primario

SINTOMAS OCULARES (una respuesta positiva, al menos, a una de las siguientes preguntas):
1. ¢Hatenido usted molestias del tipo de sequedad en ojos, diaria, persistente durante mas de
3 meses?
2. ¢Tiene usted sensacion frecuente de arenilla o gravilla en los ojos?
3. ¢Utiliza lagrimas artificiales mas de 3 veces al dia?
SINTOMAS ORALES (una respuesta positiva, al menos, a una de las siguientes preguntas):
1. ¢Ha tenido sensacion diaria de boca seca durante mas de 3 meses?
2. ¢Ha tenido, de adulto, sensacion de inflamacion de las glandulas salivales, recurrente o
persistente?
3. ¢Tiene usted que beber liquidos para ayudarse a tragar la comida seca?
SINTOMAS OCULARES (evidencia objetiva de afectacion ocular definida como, al menos, una de las
siguientes pruebas positivas):
1. Test de Schirmer |, realizado sin anestesia < 5mm en 5 minutos
2. Tincion de Rosa de Bengala o cualquier tincion ocular
(puntuacion = 4, segun el sistema de Bijsterveld)
HISTOPATOLOGIA: Presencia de sialoadenitis focal linfocitica en la biopsia de glandula salival menor
(obtenida de mucosa con apariencia normal), evaluada por un patélogo experto, con un focus score
> 1, definido por el nimero de focos linfociticos (adyacentes a acinos mucosos de apariencia normal
y que contengan més de 50 linfocitos) por 4 mm? de tejido glandular.
AFECTACION DE LAS GLANDULAS SALIVALES (evidencia objetiva de afectacién de las glandulas
salivales, definida como una respuesta positiva, al menos, de las siguientes):
1. Flujo salival no estimulado (< 1,5 ml en 15 minutos)
2. Sialografia parotidea con sialectasias difusas (patréon puntiforme, caviatario o destructivo),
sin evidencia de obstruccién de los ductos principales.
3. Gammagrafia de las glandulas salivales con retraso de la captacidn, disminucién de la
concentracién y/o retraso de la excrecién del radiotrazador.
AUTOANTICUERPOS (presencia en suero de alguno de los siguientes): anti Ro o anti La 0 ambos

Normas revisadas para la clasificaciéon

Sindrome de Sjogren primario:

1. El paciente tiene una biopsia positiva o autoanticuerpos positivos y cumple 4 de 6 criterios (97%

de sensibilidad; 90% de especificidad)

2. El paciente cumple 3 de los 4 criterios objetivos (es decir, los grupos Il IV, V, VI) (84% de

sensibilidad; 95% de especificidad)

Sindrome de Sjégren secundario:

La presencia de una enfermedad asociada (otra conectivopatia) y la presencia de los grupos | o || mas

otros 2 de los grupos I, IV y V puede considerarse SS secundario.

Criterios de exclusion:

Radioterapia de cabeza o cuello previa, infeccidn por VHC o VIH, linfoma preexistente, sarcoidosis,

enfermedad del injerto contra el huésped, uso reciente de farmacos con efecto anticolinérgico.
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Perfil del paciente, criterios de clasificacion EULAR/ACR 2016 para el diagnéstico de SS primario
Perfil del paciente
1. Almenos 1 sintoma de sequedad ocular o bucal:
Xeroftalmia: al menos 1 de las siguientes:
e  Molestia ocular diaria 2 3 meses
e Sensacion de arenilla en ojos
e Uso de lagrimas artificiales > 3 veces al dia
Xerostomia: al menos 1 de las siguientes:
e Bocaseca 23 meses
e Bebe liquidos con frecuencia para tragar alimentos secos
2. O sospecha de SS por ESSDAI: al menos un dominio positivo

Criterios diagnésticos de clasificacion Puntuacion
Biopsia positiva: > 1 focus/4 mm? 3
Anti-Ro positivo

indice de tincién ocular (0SS) 2 5 o indice van Bijsterveld > 4 (al menos, en un ojo)
Test Schirmer 2 5mm, al menos, en un ojo*

Flujo salival no estimulado < 0,1 ml/15 min*

Total maximo

O R Pk w

Criterios de exclusion: radiacion cabeza-cuello, hepatitis por VHC, sarcoidosis, amiloidosis,
enfermedad de injerto contra huésped, enfermedad asociada a IgG4
Diagndstico del sindrome de Sjogren primario: puntuacion = 4 y ningun criterio de exclusion.

*Fdrmacos “secantes o xerogénicos” (anticolinérgicos, antihistaminicos, etc...): retirar antes de la prueba
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ESCLEROSIS SISTEMICA (ES)

Criterios antiguos. 1980.

Criterios diagnosticos de la esclerosis sistémica del American College of Rheumatology

Criterio mayor

e  Esclerosis cutdnea proximal a articulaciones MCF de las manos o MTF de los pies
Criterios menores

e Esclerodactilia

e  Cicatrices en pulpejos o pérdida de sustancia de estos

e  Fibrosis pulmonar basal

MCF: metacarpofaldngicas; MTF: metatarsofaldngicas

Sindromes esclerodermiformes

1. Inflamatorios e inmunolégicamente mediados
a. Fascitis eosinofilica
b. Enfermedad de injerto contra huésped
c. Liquen escleroso o atrofico
d. Sindrome POEMS
e. Sindrome de superposicion (LES, dermatomiositis, etc)
2. Metabdlicos
a. Fenilcetonuria
b. Porfiria cutdnea tarda
c. Hipotiroidismo (mixedema)
3. Dedepésito
a. Escleromixedema
b. Amiloidosis sistémica
c. Fibrosis nefrogénica sistémica
d. Escleredema
e. Lipodermatoesclerosis
4. Ocupacionales
a. Cloruro de polivinilo
b. Disolventes organicos
c. Silice
d. Resinas epoxi
5. Genéticos
a. Enfermedades progeroides (progeria, acrogeria, sindrome de Werner)
b. Sindrome de la piel rigida
6. Toxicosy yatrogénicos
a. Bleomicina
Pentazocina
Carbidopa
Sindrome eosinofilia-mialgia (L-triptéfano)
Sindrome por aceite toxico (aceite de colza desnaturalizado con anilinas)
Fibrosis post-radiacion

hO oo T

POEMS, acrénimo de Polyneuropathy, Organomegaly, Endocrine abnormality, M-protein, plasma cell
dyscrasia and Skin lesions; LES, lupus eritematoso sistémico
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Criterios ACR/EULAR 2013. Son de diagnéstico.

Criterios de clasificacion de la esclerosis sistémica segun ACR/EULAR (2013)

ftems Sub-items Puntos

Esclerosis cutanea proximal a MCF de las manos 9

(Criterio suficiente)

Esclerosis cutanea de los dedos (si se presentan Edema de manos, ‘puffy fingers’ 2

ambos escoger el subapartado de puntuacién mas Esclerodactilia (distal a MCF, 4

alta) pero proximal a IFP)

Lesiones en pulpejos de los dedos (escoger Ulceras digitales 2

subapartado de mayor puntuacién) Lesiones deprimidas digitales 3
(‘pitting scars’)

Telangiectasias 2

Capilaroscopia patoldgica (dilataciones y/o pérdida 2

capilar)

Hipertension arterial pulmonar y/o afectacion Hipertension arterial pulmonar 2

pulmonar intersticial (max. 2) Enfermedad pulmonar 2
intersticial

Fenémeno de Raynaud

Auto-anticuerpos relacionados con la esclerodermia | Anticentromero

(max. 3) Anti-topoisomerasa | (Scl70)
Anti-ARN polimerasa Il

w w ww

MCF, metacarpofalangicas; IFP, interfalangicas proximales

*El engrosamiento proximal de la piel a MCF es suficiente para diagndstico. Cuando éste no se cumple, el
resto de los criterios sumando las puntuaciones maximas de deben alcanzar una puntuacion es 2 9 para
la clasificacion. Sensibilidad 91% y especificidad 92% (frente a 75 y 72%, respectivamente, de los criterios
ACR 1980).

Estos criterios no son aplicables en pacientes que presenten un endurecimiento de la piel que no afecte
a los dedos o con una enfermedad que aunque se asemeje a la esclerosis, se corresponde mas a otra
enfermedad en funcién de los sintomas clinicos observados (por ejemplo fibrosis sistémica nefrogénica,
forma diseminada de esclerosis localizada, fascitis eosinofilica, edema endurecido de la piel en relacion
con diabetes, mixedema, eritromelalgia, porfiria, liquen escleroso, enfermedad de injerto conta huésped,
queiroartropatia diabética).

Van den Hoogen F, Khanna D, Frasen J, Johnson SR, Baron M, Tindall A et al. 2013 classification criterio for
systemic sclerosis: an ACR/EULAR collaborative initiative. Arthritis Rheum 2013;65:2737-47; Ann Rheum
Dis 2013;72:1747-55

151



ANEXOS

MIOPATIAS INFLAMATORIAS IDIOPATICAS (MII)

Criterios antiguos. 1975-2004.

Clasificacion de las miopatias inflamatorias (modificado de Bohan y Peter! y Hoogendijk?)

1. Polimiositis idiopatica (PM)
Dermatomiositis idiopatica (DM)
PM/DM juvenil (MlJ)

PM/DM asociada a cancer

® N kW

Miositis no especificada

Miositis por cuerpos de inclusién (MCI)
Miopatia necrotizante inmunomediada (MNIM)

PM/DM asociada a enfermedades coldgeno-vasculares (sindrome de solapamiento)

Criterios de clasificacion para el diagnéstico de polimiositis (Bohan y Peter)?

Debilidad muscular simétrica y proximal

Elevacion sérica de enzimas musculares

Alteraciones electromiograficas compatibles

Biopsia muscular compatible

Lesiones cutaneas tipicas

Polimiositis (criterios 1-4)
-Definida: 4 criterios
-Probable: 3 criterios
-Posible: 2 criterios

Afectacién en la mayoria de los casos de cintura
escapular y pelviana. En casos agudos o de larga
evoluciéon puede existir también debilidad distal
Marcadores de lesién muscular: CPK, LDH, GOT, GPT
o aldolasa

Aumento de la actividad de insercién, con

actividad en reposo, manifestada por
fibrilaciones y ondas agudas positivas
(diente de sierra)

Potenciales de unidad motora de

caracteristicas miopaticas con disminucién
de la amplitud y duracidn e incremento de la
polifasia

Descargas peculiares repetitivas de alta
frecuencia (pseudomiotdnicas)

Presencia de fibras degeneradas vy
necroticas, junto a un infiltrado inflamatorio
formado por linfocitos y macréfagos con
algunas células plasmaticas Y,
ocasionalmente, PMN en fases iniciales. El
infiltrado tiene una localizacién perivascular
y perifascicular

Erupcidn eritematosa de color rojo violdceo,
moteada o difusa, localizada en parpados
superiores (eritema heliotropo), mejillas,
puente de la nariz, zona superior del térax y
proximal de los brazos

Dermatomiositis (el criterio 5 siempre presente):
-Definida: 3 de criterios del 1-4

-Probable: 2 de criterios del 1-4

-Posible: 1 de criterio del 1-4

MCF, metacarpofaldngicas; IFP, interfaldngicas proximales; IFD, interfaldngicas distales

Criterios ACR/EULAR 2017.
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Criterios de clasificacion EULAR/ACR de miopatias inflamatorias idiopaticas (Mll) del adulto y
juveniles (2017)3

Sin biopsia Con biopsia
Edad de comienzo de los primeros sintomas
e 18-40 afios 1,3 1,5
e >40 afios 2,1 2,2
Debilidad muscular
e Debilidad simétrica objetiva, proximal, usualmente 0,7 0,7
progresiva, de extremidades superiores
e Debilidad simétrica objetiva y proximal, de extremidades 0,8 0,5
inferiores, generalmente progresiva
e Los musculos flexores del cuello son mas débiles que los 1,9 1,6
extensores del cuello
e Enlas piernas hay mayor debilidad de musculo proximales 0,9 1,2
que de distales
Manifestaciones cutaneas
e Rash en heliotropo 3,1 3,2
e  Pdpulas de Gottron 2,1 2,7
e Signo de Gottron 3,3 3,7
Otras manifestaciones clinicas:
e Disfagia o dismotilidad esofagica 0,7 0,6
Hallazgos de laboratorio
e Anticuerpos anti-jo-1 positivos 3,9 3,8
e Elevacion de las concentraciones séricas de CK", LDH", 1,3 1,4
GOT o GPT”
Hallazgos en biopsia muscular
e Infiltrado de endomisio por células mononucleares, sin 1,7
invadir fibras musculares
e Infiltrado perimisio y/o perivascular de células 1,2
mononucleares
e  Atrofia perifascicular 1,9
e Vacuolas ribeteadas 31

*Concentraciones séricas por encima del limite superior de la normalidad
Interpretacion:

- MII PROBABLE puntuacidn >5,5 sin biopsia y >6,7 con biopsia muscular
- MII DEFINITIVA puntuacién >7,5 sin biopsia y >8,7 con biopsia
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Criterios de clasificaciéon de miositis por cuerpos de inclusién (Griggs)3

Caracteristicas clinicas e Duracién > 6 meses
e Edad de inicio > 30 afios
e Debilidad proximal y distal de los brazos, y al menos uno
de los siguientes:
o Debilidad de los flexores de los dedos
o Flexores de la mufieca > extensores
o Debilidad del cuadriceps < Grado 4 MRC
Caracteristicas de laboratorio e  Creatina cinasa < 12 x o normal
e  Biopsia muscular:
o Miopatia inflamatoria (con invasién parcial)
o Vacuolas ribeteadas
o Uno de los 2 siguientes:
= Depositos amiloides intracelulares
= Tubulofilamentos de 15 a 18 nm por ME
MCI definida: todas las caracteristicas de la biopsia muscular. Ninguna de las caracteristicas clinicas
/ de laboratorio son obligatorias
MCI posible: invasion parcial sin otras caracteristicas patoldgicas + caracteristica clinica y otras
caracteristicas de laboratorio

MRC, Medical Reseach Council; MCl, myositis del cuerpo de inclusion; ME, microscopia electronica

Criterios diagndsticos de miositis necrotizante inmunomediada (Hoogendijk)?
1. Criterios clinicos e Edad de debut > 18 afios
e Inicio subagudo o agudo
o Debilidad muscular
e Patréon de debilidad: simétrica y proximal >
distal, musculatura flexora cuello > extensora

2. Elevacion de CK

3. Biopsia muscular e Necrosisy degeneracion de células musculares
e Escaso / nulo infiltrado inflamatorio
4. Otras pruebas complementarias e EMG: irritabilidad muscular

e RM con STIR: incremento difuso o parcheado
e Anticuerpos especificos de miositis
Diagndstico: requiere cumplir criterios 1 a 3y, al menos, 1 del apartado 4

1Bohan A, Peter JB. Polymyositis and dermatomyositis (firs of two parts). N Engl J Med 1975 Feb
13;292(7):344-7

’Hoogendijk JE, Amato AA, Lecky BR, Choy EH, Lundberg IE, Rose MR, et al. 119" ENMC international
workshop: trial design in adult idiopathic inflammatory myopathies, with the exception of inclusion body
myositis, 10-12 October 2003, Naarden, The Netherlands. Neuromuscul Disord 2004 May;14(5):337-45

3 Lundberg IE, Tjirnlund A, Bottai M, Werth VP, Pilkington C, de Visser M et al. 2017 European League
Against Rheumatism/ American College of Rheumatology classification criteria for adult and juvenile
idiopathic inflammatory myopathies and their major subgroups. Ann Rheum Dis 2017; 7; 76: 1955-1964
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ENFERMEDAD MIXTA DEL TEJIDO CONECTIVO (EMTC)

Criterios propuestos para el diagndstico y clasificacion de la enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC)

Sharp (1987)

Alarcén-Segovia y
Villareal (1987)

Kasukawa (1987)

Kahn (1991)

Modificada de Ortega-Hernandez y Shoenfeld, 2012

Criterios mayores
Miositis

Afectacidn pulmonar
° DLCO < 70%
° HTAP
e  Vasculopatia
proliferativa  en
biopsia pulmonar
Fendmeno de Raynaud o
hipomotilidad esofagica

Esclerodactilia o edema de
manos

Anti-ENA > 1/10.000 y U1
RNP (+) y anti-Sm (-)

Criterio serologico

Anti-U1 RNP a titulos altos

Criterios comunes
Fenémeno de Raynaud
Tumefaccién de manos o
dedos

*Anti-U 1 RNP positivos

Criterios serolégicos
Titulos elevados de anti-U 1
RNP

Criterios menores
Alopecia

Leucopenia
Anemia
Pleuritis
Pericarditis

Artritis

Neuropatia del trigémino
Exantema malar
Trombocitopenia

Miositis leve
Historia de manos tumefactas
Criterios clinicos

1. Edema de manos
2. Fendmeno de

Raynaud
3.  Sinovitis*
4.  Miositis*

5. Acroesclerosis

Criterios mixtos
Ldpicos
Poliartritis
Linfadenopatia
Eritema facial
Serositis (pleura o pericardio)
Leucotrombocitopenia
Esclerodérmicos
Esclerodactilia
Fibrosis pulmona o alteracion
restrictiva o de la DLCO
Hipomotilidad o dilatacidn
esofagica
Miopdticos
Debilidad muscular
Aumento de enzimas
musculares
Patron miopatico en EMG
Criterios clinicos

1. Fendmeno de

Raynaud

2. Sinovitis

3. Miositis

4. Tumefaccion de
dedos

Diagnéstico
Cuatro criterios
mayores y anti-U 1
RNP (+)

Dos criterios mayores
de ellos 3 primeros +
2 menores y anti-Ul
RNP (+)

La presencia de anti-
SM se considera
criterio de exclusién
Diagnéstico

El criterio seroldgico +
al menos 3 criterios
clinicos

*Entre los tres
criterios se deben
incluirel3oel4

*Si no estan incluidos
se precisan 4 criterios
Diagnéstico

Al menos 1 de los 2
sintomas comunes +
1 o mas de los
sintomas mixtos en al
menos 2 de las 3
categorias
*Acompariado de
anti-U 1 RNP (+)

Diagnéstico

Criterio seroldgico +
fenémeno de
Raynaud y al menos 2
de los 3 sintomas
inflamatorias (2,3 0 4)

S(%)/E(%)
42/87,7

S(%)/E(%)

S(%)/E(%)
75/99,8

S(%)/E(%)

DLCO: capacidad de difusion de oxigeno; E: especificidad; EMG: electromiograma; HTAP: hipertensidn arterial pulmonar; S:

sensibilidad
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POLIMIOSITIS (PM) Y DERMATOMIOSITIS (DM)

Criterios diagndsticos de polimiositis y dermatomiositis de Bohan

CRITERIOS CLINICOS

Debilidad muscular proximal y simétrica: afeccidn de la cintura escapular y pélvica
Elevacion de enzimas musculares (CPK, LDH, GOT, GPT y aldolasa)

Alteraciones electromiograficas compatibles

Biopsia muscular con fibras degeneradas y necréticas junto con un infiltrado inflamatorio de
linfocitos y macréfagos perivascular y perifascicular

Exantema en heliotropo en parpados y papulas de Gottron en zonas extensoras de dedos

POLIMIOSITIS
e Definida: 4 criterios
e  Probable: 3 criterios
e Posible: 2 criterios

DERMATOMIOSITIS (en todos los casos debe incluirse el criterio 5)

Definida: 3 puntos
Probable: 2 criterios
Posible: 1 criterio
Se debe excluir:
o Enfermedades neuroldgicas centrales o periféricas
Infecciones del musculo
Ingesta de farmacos o téxicos
Enfermedades musculares metabdlicas
Rabdomidlisis de causa conocida
Historia familiar sugestiva de distrofia muscular
Presencia de granulomas sarcoideos en la biopsia

O O O O O O

Bohan A, Peter JB. Polymyositis and dermatomyositis. N Eng J Med, 1975;292:344-47

156





