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RESUMEN

El Lupus con anticuerpos antinucleares negativos
es una entidad clinica poco conocida que forma
parte del espectro variable del Lupus eritematoso
sistémico, fue descrita inicialmente en 1976 en
un 5% de la poblacion con LES, sin embargo en
la actualidad existen dudas respecto a su verda-
dera incidencia, asi como de sus caracteristicas
clinicas, evolucion y fisiopatologia, a pesar de
que se han realizado estudios con la finalidad de
esclarecer estas dudas, la informacién publicada

a la actualidad no ha permitido establecer con-
clusiones en relacién a estos puntos.

PALABRAS CLAVE

Anticuerpos antinucleares. Lupus. ANA negati-
vo. Anticuerpos contra nucleosomas

ABSTRACT

The ANA-negative lupus is a rare variant of the
spectrum of the lupus systemic erythematosus,
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which was first described in 1976with an inci-
dence of 5%of the SLE population. In nowadays
the real incidence is not known. A lot of papers
had being done with the purpose to describe the
clinical manifestations, the evolution and patho-
physiology of this disease, but there are still a lot
of doubts that no allowed to make solid conclu-
sion about it.

KEY WORDS

Antinuclear antibodies. Lupus. ANA negative.
Antinucleosome antibodies.

INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) corres-
ponde a una patologia ampliamente heterogénea,
la cual puede cursar con una gran variedad de
manifestaciones clinicas y de laboratorio. Dicha
diversidad en las modalidades de presentacion,
es la que ha llevado a la elaboracion de una lista
con once criterios diagndsticos, que le permiten
al clinico facilitar su reconocimiento.!

Dentro de estos criterios se incluye, la presencia
de anticuerpos antinucleares (ANA) positivos, en
un 95% de la poblacion diagnosticada con dicha
patologia. El restante 5% corresponderian por
ende a un segmento poblacional, en quienes no
se detecta la presencia de ANA. Estos anticuer-
pos fueron inicialmente reconocidos por Holbo-
row y colaboradores en 1957, se utilizaron técni-
cas de inmunofluorescencia, y se describieron
inicialmente como anticuerpos capaces de reac-
cionar contra antigenos ubicados primordialmen-
te en el nucleoplasma. Estudios mas recientes,
sefialan que estos anticuerpos son capaces de
reaccionar también contra antigenos ubicados en
el citoplasma y membrana celular. A pesar de
que son anticuerpos altamente sensibles, su au-
sencia no constituye un parametro determinante
de la presencia de LES.234

El concepto de Lupus ANA negativo, fue acufia-
do inicialmente por Koller y colaborado-
res, en 1976, describieron 5 pacientes, con mani-
festaciones cutaneas principalmente, dentro de
las cuales fue la fotosensibilidad la caracteristica
mas prevalente. Desde ese momento se han am-
pliado los estudios en relacion a este tema, con la
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finalidad de determinar la prevalencia exacta de
dicha entidad. En estudios posteriores los pacien-
tes con LES ANASs negativos parecen representar
menos del 2% de la poblacidn. En relacion a este
descenso autores describen que deben conside-
rarse los mecanismos de deteccién, ya que a
través del tiempo estos han sido ampliamente
variables.

Es por este motivo que consideramos necesaria
una revisién que incluya aspectos en la fisiopato-
logia del LES cuando se desarrolla en el contexto
de ANAs negativos y bajo qué circunstancias es
posible determinar la ausencia de dichos anti-
cuerpos.

DISCUSION
Mecanismos Inmunoldégicos en LES

A la gama de mecanismos inmunoldgicos que
tipicamente se relacionan con la etiologia del
LES, se asocian en su mayoria con factores gené-
ticos y estimulos medioambientales, capaces de
generar susceptibilidad para el desarrollo de
respuestas inmunoldgicas anormales. A grandes
rasgos, la presencia de antigenos sean exdgenos
0 enddgenos, estimulados por factores medioam-
bientales, lleva a la activacion de mecanismos de
muerte celular y liberacion de autoantigenos, que
son procesados como péptidos por células pre-
sentadoras de antigenos (ACP), dichos péptidos
actuan sobre células T y B, activandolas e indu-
ciendo la produccién de anticuerpos deletéreos
sobre tejidos diana especificos. Dichas vias pue-
den perpetuarse a través de la liberacion de mas
autoanticuerpos por parte de los tejidos lesiona-
dos y con la generacion de inmunocomplejos. A
esto se suma la alteracion en mecanismo genéti-
cos capaces de desarrollar respuestas reguladoras
responsables de mediar la tolerancia hacia anti-
genos propios.t

Los principales anticuerpos implicados en el
desarrollo del LES son ANAs, estos anticuerpos
en su mayoria se desarrollan en respuesta a anti-
genos nucleares, en especial contra nucleosomas.
El nucleosoma se constituye de dimeros de cua-
tro diferentes histonas (H2A, H2B, H3, H4), las
cuales se entrelazan para generar la estructura
que da soporte al ADN. Otros antigenos nuclea-
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res responsables del desarrollo de ANAs son el
RA33, KU, PCNA, enzimas nucleares y las par-
ticulas pequefias derivadas de ribonucleoprotei-
nas nucleares (ShRNP) dentro de las méas impor-
tantes por sus propiedades antigénicas se encuen-
tra la proteina Smith (Sm), mientras que dentro
de las de origen citoplasmatico se encuentran las
particulas pequefias derivadas de ribonucleopro-
teinas citoplasmaticas (scRNP), de las mas im-
portantes La/SSB y Rho/SSA, sin embargo estas
pueden encontrarse hasta en un 30% de los casos
a nivel nuclear.>%”

El papel propiamente de los ANA, como causa
etiologica directa del Lupus, se ha establecido en
base a teorias, que sugieren que los ANA se unen
directamente a sus antigenos ya sean circulantes
0 in situ, resultando en el depésito de complejos
inmunes, activacion del complemento y meca-
nismos inflamatorios, que llevan a la subsecuente
aparicion de las manifestaciones caracteristicas
de la enfermedad. Esta teoria se ha desarrollado
en base al depdsito de complejos ADN/antiADN,
principalmente encontrados a nivel de la mem-
brana basal glomerular. Dentro de otras explica-
ciones que se han sugerido para esclarecer la
causalidad de los ANA en LES, se resalta su
presencia asociada a recaidas y actividad de la
enfermedad.®

La participacion de los ANAs en la patogénesis
de la nefritis lGpica ha sido bien demostrada, por
ende al encontrar casos reportados en la literatu-
ra que describen por ejemplo glomerulonefritis
lipica con ANAs negativos, obliga al clinico a
cuestionarse la sensibilidad de la prueba de de-
teccion y descartar la presencia de un falso nega-
tivo. Sin embargo, se debe tener claro que pue-
den encontrarse ANAs negativos, mientras otros
anticuerpos dirigidos contra otros antigenos
nucleares se encuentran positivos, tal es el caso
de los anticuerpos anti-dsADN y anti nucleoso-
mas. Este fenémeno puede ser explicado debido
a alteraciones en los mecanismos de apoptosis y
alteraciones relacionadas con el pobre aclara-
miento de autoantigenos derivados de los nucleo-
somas.578

En relacion a la disfuncionalidad en los meca-
nismos apoptéticos, se ha descrito que dichas
alteraciones, llevan a la exposicion de antigenos
derivados de nucleosomas hacia la circulacion,
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asi como de complejos ADN-histona que con-
llevan a la generacién de anticuerpos contra
estructuras de los nucleosomas. El hallazgo de
pacientes con diagndstico de LES o glomeru-
lonefritis lupus like con ANAs negativos, llevo a
determinar que la exposicién de componentes del
nucleosoma a la circulacién tiene propiedades
inmunogénicas mas importantes que las de otros
antigenos implicados en la aparicion de anticuer-
pos como los anti-dsADN, de ahi que sea posible
detectar anticuerpos contra nucleosomas o anti-
histonas, antes de que se logren determinar anti-
dsADN.5.7:89

Actividad de la enfermedad en ausen-
cia de ANA

Es dificil determinar el mecanismo etioldgico
que lleva al desarrollo de anomalias inmunolégi-
cas en ausencia de ANAs. Actualmente se ha
reconocido el papel de los anticuerpos antinu-
cleosomas como responsables del desarrollo de
la patologia alin en ausencia de ANAs. Por
ejemplo, se sabe que los epitopos nucleosomales
son capaces de activar células T especificas, en
especial la respuesta Thl. Inclusive se han identi-
ficado modificaciones anibnicas y catidnicas
especificas en las cadenas alfa de las células T,
gue permiten su complementariedad con el com-
plejo ADN-histona, de tal modo que dichos auto-
antigenos son capaces de activar una respuesta T
altamente especifica. Estas células T autoreacti-
vas, asi como las células B consecuentemente
activadas por los epitopos nucleosomales, llevan
al desarrollo de anticuerpos que a su vez son
capaces de generar una respuesta inmune cruzada
contra autoantigenos nucleares. Este mecanismo
inclusive se ha logrado establecer a través de
experimentacion in vitro, en donde se ha impli-
cado la presencia de epitopos nucleosomales con
el desarrollo de glomerulonefritis en pacientes
diagnosticados con de Lupus.5’

Por otra parte, se menciona en la literatura que el
desarrollo de inmunogenicidad a causa de los
antigenos derivados de componentes del nucleo-
soma, se relaciona con alteraciones de los meca-
nismos de apoptosis y aclaramiento de cuerpos
apoptaéticos, que conducen a la exposicion anor-
mal de dichos péptidos. Especificamente se habla
de una alteracion en la fagocitosis de las células
apoptaticas. Habitualmente el proceso de fagoci-
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tosis es neutral o no inmunogénico, sin embargo
se han descrito sefiales inflamatorias mediadas a
través de la modulacion de citoquinas pro y anti-
inflamatorias, con especial importancia se des-
cribe la actividad de TNF-a, I1L10 e IL1B, indu-
cida por la fagocitosis de células apoptoticas
opsonizados con anticuerpos especificos, ademas
se ha establecido un desbalance en las vias pro y
antiinflamatorias, inducidas por antigenos virales
y bacterianos, dirigido hacia la sobre expresion
de sefiales proinflamatorias, siendo las respon-
sables del desarrollo de los mecanismos patogé-
nicos, incluso en pacientes con ANAs negati-
v0s.5:79

Teorias relacionadas con la negativi-
dad del ANA en LES

Como principales implicados en la patogénesis
del LES, el reconocimiento de los ANAs, consti-
tuye parte esencial del diagnostico de esta enti-
dad, sobre todo por su alta sensibilidad. Sin em-
bargo desde su aparicion se han empleado técni-
cas de inmunoflurescencia no estandarizadas
para su determinacién, de modo que resulta difi-
cil para el clinico esclarecer cuando la ausencia
de ANAs debe ser traducida como un falso nega-
tivo y cuando se trata de una entidad clinica
desarrollada en ausencia de estos anticuerpos.®

Como ya fue mencionado, en la literatura se
describe que cerca del 5% de la poblacién diag-
nosticada con Lupus presenta ausencia de ANAs.
Basado en las revisiones bibliograficas que datan
desde 1976 hasta cerca 1998 esta cifra esta sujeta
a una serie de factores distractores, dentro de los
cuales destacan las técnicas de laboratorio em-
pleadas, la administracion de tratamiento inmu-
nosupresor previa realizacion del analisis y la
presencia de proteinuria como hallazgo asociado
al momento del diagnostico. Por lo tanto, los
autores han sugerido el Lupus ANA negativo
como una entidad sumamente rara cuando se han
descartado estos elementos, incluso hay reportes
en donde se emplean células HEp-2 como sustra-
to diagndstico que llegan a reportar ANA positi-
vos con diluciones mayores de 1:40 en cerca del
99% de la poblacidén analizada.>%!
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M¢étodos de Laboratorio

Analizaremos inicialmente las diferencias en los
métodos de laboratorio que se han empleado para
el analisis de la presencia de ANAs. Inicialmen-
te, se implementaron sustratos derivados de célu-
las de higado de rata, bazo de humano, granulo-
citosis humanos, células de proéstata humana y
células de estirpe epitelial (HEp-2). La variabili-
dad de dicho sustrato se ha implicado como
responsable de la heterogeneidad en la sensibili-
dad de las pruebas; se habla incluso de que algu-
nos sustratos fueron antigénicamente ineficaces
para permitir el desarrollo de anticuerpos, de tal
modo que se documentaron variaciones en la
negatividad del ANA al cambiar el sustrato de
células de ratén a células de estirpe epitelial en
humanos.5*?

En relacion a la discordancia en estas pruebas de
deteccion, las guias para el uso de tests inmuno-
légicos para el diagnéstico y seguimiento de
enfermedades reumatolégicas, sugieren la opcion
de determinar isotipos de 1gG de ANA, basados
en que las determinaciones de subtipos IgM e
IgA no mejoran la sensibilidad y por el contrario
disminuyen la especificidad de la prueba. Ade-
mas como primer paso en el diagndstico de una
enfermedad reumatolégica cuando existe la sos-
pecha clinica, se recomienda el uso de técnicas
de inmunoflourescencia indirecta (IIF-ANA),
debido a su alta sensibilidad, buena especificidad
y costo accesible. Respecto al sustrato, se ha
estandarizado el uso de células HEp-2, como
material con mayor capacidad inmunogénica.
Ademas permite el reconocimiento de diferentes
patrones de IIF tanto nucleares como citoplasma-
ticos. En relacion a las diluciones se considera
que una dilucion menor a 1:40 representa un
ANA negativo, més de 1:40 y menos de 1:160,
se considera positiva en titulos bajos, dependien-
do de los sintomas se le dara seguimiento, mien-
tras que si la dilucion es mayor a 1:160 la prueba
se considera positiva, 314

Adicionalmente las guias mencionan el uso de
otras metodologias tales como el ensayo inmu-
noenzimatico (AIE-ANA), sin embargo este test
puede tener fallas en la deteccién de patrones
atipicos de inmunofluorescencia. Por otra parte,
en el caso del ELISA para determinacion de
ANA, las guias recomiendan no utilizar este
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método a menos que tenga un 90% de concor-
dancia con IIF y debe ser capaz de reconocer
como positivos patrones en nucléolos y membra-
na nuclear. Por otra parte esta prueba debe ser
confirmada con IIF de acuerdo a titulos y patron,
y en caso de documentarse una discordancia
entre ambas pruebas se debe considerar la positi-
vidad del ELISA como un falso positivo. Final-
mente, de los lineamientos que cabe recalcar en
lo establecido por estas guias, destaca la reco-
mendacion de realizar mediciones de anticuerpos
solo en pacientes con signos claros de enferme-
dad reumatoldgica. Estas guias son solo parte de
las acciones que se realizan con la finalidad de
lograr resultados fidedignos respecto a incidencia
de patologfa reumatolégica, en especial LES.1%3

Conversion del ANA

La revision de Arbuckle y colaboradores, logré
describir que los procesos inmunolégicos que se
desarrollan en LES, son sumamente dinamicos,
basados en la demostracion de los cambios que
se producen en los autoanticuerpos dependiendo
de la etapa en cual se encuentre la enfermedad,
dicha variabilidad est4 presente incluso antes de
que se desarrollen las manifestaciones clinicas.
Se describen en este articulo, tres etapas en el
desarrollo de los anticuerpos, una primera fase
caracterizada por una normalidad en el sistema
inmune (ausencia de autoanticuerpos); la segun-
da llamada autoinmunidad benigna, donde domi-
nan los anticuerpos antinucleares, anti-Rho, anti-
Lay anti fosfolipidos; y la tercera etapa donde se
desarrolla patogenicidad derivada de autoinmu-
nidad en la cual sobresalen los anticuerpos anti-
dsADN, anti-RNP y anti-Sm.%®

La aseveracion anterior ha sido controversial,
debido a que sefala, una evolucién dinamica en
la generacion de anticuerpos a medida que se
desarrolla la enfermedad, sin embargo esta evo-
lucién como sefiala Ippolito y colaboradores es
en lo referente a acumulacion de nuevos anti-
cuerpos y no en relacion a la pérdida de ellos.
Mientras tanto, otros autores como Song y cola-
boradores, por su parte sefialan que la evolucién
si puede estar regida por la pérdida en expresio.
Esto explicaria por qué ante niveles bajos de
anticuerpos como ocurre cuando disminuye su
produccion, aumenta su consumo por la forma-
cion de complejos inmunes o cuando ocurre una
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pérdida significativa de las inmunoglobulinas, las
pruebas diagnosticas son incapaces de detectar el
ANA en el suero del paciente. De este modo es
que analizaremos los cambios en el ANA de
acuerdo a estas variables.'516.17

Presencia de Proteinuria

En relacion a la presencia de proteinuria al mo-
mento del diagnostico, descrita en la literatura
con cifras incluso de hasta 3g en 24 horas, se
menciona que estos niveles pueden llevar a la
pérdida renal de inmunoglobulinas, principal-
mente de tipo IgG, con lo cual podria no detec-
tarse la presencia ANA a nivel sérico. Sin em-
bargo dicha postulacién ha perdido solidez, des-
de que las determinaciones séricas fueron com-
paradas con las detecciones a nivel del espacio
pleural y a nivel urinario, donde el ANA resulto
positivo, en presencia de enfermedad activa.>Y’

Uso de terapia inmunosupresora

El uso de terapia inmunosupresora fue reconoci-
da desde estudios iniciales como una variante
que debe ser tomada en cuenta al momento de
analizar el resultado de los ANAs. Song y cola-
boradores describen que la terapia a altas dosis
glucocorticoides o inmunomodulares en pacien-
tes con LES severo, puede generar inhibicién del
sistema inmune y disminuir la produccién de
anticuerpos, pudiéndose manifestar con la nega-
tividad del ANA por la disminucion en los titulos
del anticuerpo. Mientras que en pacientes con
enfermedad moderada, se ha determinado que el
papel de dosis bajas de mantenimiento de gluco-
corticoides se relaciona con una estabilizacion de
la enfermedad. Sin embargo, en el mismo estudio
se teoriza que los anticuerpos necesariamente se
producen y permanecen positivos a través del
tiempo.>%7

Infeccidon concomitante

En pacientes con LES severo que a consecuencia
de su condicion desarrollan infecciones sistémi-
cas, principalmente de etiologia micética, se ha
descrito un descenso progresivo de los niveles de
células B, células T CD4+ y de la expresion del
HLA-DR en monocitos, mediado por la activa-
cion de la caspasa 9. Asi mismo se describe un
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descenso en las inmunoglobulinas (1gG, IgA,
IgM), en conjunto estos mecanismos llevan a la
negativizacion de los ANAs, en pacientes con
LES que al momento del diagnéstico se presen-
tan con una infeccion severa, por lo tanto es otro
de los factores ha tomar en cuenta al momento
que se analiza una prueba de ANA.Y

Caracteristicas clinicas de Lupus
ANA negativo

Inicialmente fue reconocida como una entidad
caracterizada por la presencia de manifestaciones
predominantemente cutaneas, las cuales también
incluian manifestaciones de lupus eritematoso
cutadneo subagudo, sin embargo estudios poste-
riores describen una gran variedad manifestacio-
nes clinicas, como lo son la anemia hemolitica,
glomerulonefritis, fendmeno de Raynaud, artritis,
entre otras. Asi mismo, dichas manifestaciones
pueden variar desde un grado moderado hasta un
grado severo, no obstante no se ha logrado de-
mostrar un patrén de presentacion tipica que
caracterice a esta entidad. Por otra parte, muchos
de las variantes clinicas que fueron documenta-
das, derivan de estudios no estandarizados, en los
cuales incluso pudieron haberse incluido varian-
tes de Lupus ANA negativo no verdadero.>1118

CONCLUSIONES

El Lupus ANA negativo, es una entidad conocida
desde los afios 70s, cuyo curso asi como fisiopa-
tologia es poco comprendida, se han postulado
hipotesis que pretenden explicar las alteraciones
inmunoldgicas que llevan a su desarrollo, dentro
de las mas fuerte se sefiala la actividad de los
anticuerpos contra nucleosomas, sin embargo su
papel no estd completamente dilucidado. Tampo-
co se ha podido precisar su incidencia, evolucion
y presentacion clinica.

Como responsable de estas carencias, se conside-
ra que la falta de solidez en los estudios es la
principal responsable, por lo cual se sugiere la
elaboracion de ensayos clinicos que utilicen
métodos de laboratorio estandarizados para la
determinacion del ANA, asi como el control de
variables como la presencia de proteinuria y el
tratamiento con terapia inmunosupresora con la
finalidad de obtener datos fidedignos en relacion
a esta patologia.
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