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ARTICULO ORIGINAL

Frecuencia de los patrones de anticuerpos anti-nucleares en pacientes
con sospecha clinica de LES

Frequency of antinuclear antibody patterns in patients with SLE clinical
suspicion
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Departamento de Inmunologia. Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud.
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RESUMEN

Las enfermedades autoinmunes son alteraciones de los mecanismos de tolerancia
inmunolégica, con produccibn de anticuerpos contra antigenos propios, como los
anticuerpos antinucleares (ANA), que detectados por inmunofluorescencia indirecta,
permiten reconocer varios patrones nucleares y citoplasmaticos, como en el Lupus
Eritematoso Sistémico (LES). El objetivo del estudio fue describir los patrones de tincién
de ANA en sueros de pacientes con sospecha clinica de LES, que concurrieron al Instituto
de Investigaciones en Ciencias de la Salud, durante el afio 2008. En este estudio
observacional descriptivo, se analizaron 150 sueros positivos para ANA, codificados,
respetando la confidencialidad de los mismos. Para la determinacion de ANA se utilizaron
laminas con células HEp-2 (BIO-RAD-USA), y el conjugado fue anti human IgG de Sigma
(USA); la técnica fue inmunofluorescencia indirecta. Del total de 150 pacientes
estudiados, 134 (89%) fueron mujeres y 16 (11%) hombres, cuyas edades estaban
comprendidas entre 11 y 87 afos. De los sueros positivos analizados para ANA, 44 (29%)
correspondieron al patrén periférico, 18(12%) puntillado grueso, 39(26%) puntillado fino,
42(28%) homogéneo, 5(3%) nucleolar y 2(1.3%) citoplasmico puntillado fino. En este
estudio se encontré6 en mayor porcentaje el patron periférico, seguido del homogéneo y
puntillado fino, los cuales se hallan asociados a pacientes con LES, indicando un
prondéstico poco favorable para estos pacientes.

Palabras claves: anticuerpos antinucleares, patrones de tincion, células HEp-2.

ABSTRACT

Autoimmune diseases are alterations of the immunological tolerance mechanisms, with
production of antibodies against self-antigens, such as antinuclear antibodies (ANA),
which are detected by indirect immunofluorescence, and allow the recognition of several
nuclear and cytoplasmic patterns, as shown in the systemic lupus erythematosus (SLE).
The objective of this study was to describe the ANA staining patterns in sera of patients
with clinical suspicion of SLE that attended the Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud during 2008. In this descriptive observational study, 150 coded positive ANA sera
were analyzed, respecting the confidentiality of patients. ANA determination was made by
indirect immunofluorescence using slides with HEp-2 cells (BIO-RAD-USA) and a
antihuman-l1gG-fluorescein conjugate from Sigma (USA). Of the 150 studied patients, 134
(89%) were females and 16 (11%) males with ages between 11 and 87 years. Of the
ANA positive sera analyzed, 44 (29%) showed peripheral patterns, 18 (12%) coarse
speckled patterns, 39 (26%) fine speckled patterns, 42 (28%) homogeneous patterns, 5
(3%) nucleolar patterns and 2 (1.3%) fine speckled cytoplasmic patterns. In this study,
the peripheral pattern was found in greater percentage, followed by homogeneous and
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fine speckled patterns, which are associated to patients with SLE, indicating an
unfavorable prognosis for these patients.

Keywords: antinuclear antibodies, staining patterns, Hep-2 cells.

INTRODUCCION

Los anticuerpos antinucleares circulantes (ANA) son un grupo de autoanticuerpos no
especificos dirigidos contra componentes del nucleo celular y por lo tanto muy utiles
como marcadores, por lo que se constituye como el analisis de primera eleccién en el
diagnéstico para una variedad de enfermedades autoinmunes y enfermedades del tejido
conectivo incluyendo Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y Sindrome de Sjogren (1).

Pueden mostrar multiples manifestaciones en o6rganos, por lo que diferenciar los
variados perfiles de los autoanticuerpos es esencial, ya que juegan un papel muy
importante en el diagndstico de enfermedades sistémicas y 6rgano-especificas.

Las enfermedades asociadas con anticuerpos estan directamente relacionadas con varios
antigenos intrinsecos localizados en las células nucleares o citoplasmaticas.

La presencia de anticuerpos direccionados para antigenos propios es una caracteristica
de las dolencias autoinmunes ya que los autoanticuerpos son inmunoglobulinas normales,
que son parte del repertorio del sistema autoinmune de personas saludables. Siendo asi
presentan significado patolégico apenas se presente la dolencia, cuando encajan en
criterios diagndésticos que utilizan pardmetros, no solo laboratoriales, sino también
clinicos, histoldgicos y radiolégicos (2).

En 1957 es difundido el método de la inmunofluorescencia indirecta (IFI), que es el
método de eleccion, para el rastreo inicial de ANAs en LES y otras enfermedades del
tejido conectivo (3-4). Los substratos inicialmente utilizados fueron macerados de higado
y rifién de rata; actualmente vienen empleandose lineas celulares mantenidas en cultivo.
Las células Hep-2 son células de carcinoma laringeo humano, en estado de reposo y en
varios estados de mitosis, utilizadas como sustrato para la deteccion de posibles
autoanticuerpos presentes en el suero. La tincidon fluorescente de los cromosomas en
estas células mudadizas indica la presencia de anticuerpos que tienen afinidades
antigénicas diversas y explican los cuatro patrones de inmunofluorescencia del nucleo.

Las ventajas de las células Hep-2 son: poseen antigenos humanos no encontrados en
tejidos de roedores y en mayor concentracion, los antigenos SSA/Ro (particulas de
proteina RNA asociadas al nucleo), y centroméricos estan presentes en grandes
cantidades en este sustrato, presentan todas las fases de divisién celular, poseen varios
nucleolos, tienen un citoplasma rico en fibrillas y organelas y permite el reconocimiento
de mas de 30 patrones nucleares y citoplasmaticos (5,6).

Los resultados de FAN-Hep-2 (inmunofluorescencia con cél Hep-2) se dan de acuerdo a
patrones morfolégicos distintos y con cantidad de anticuerpos determinado por el titulo.

La técnica de IFl, mencionada mas arriba, se basa en la unién de los anticuerpos
antinucleares presentes en el suero del paciente, con varios sustratos celulares fijados en
laminas que contienen los antigenos nucleares y citoplasmaticos. Los anticuerpos
reconocen antigenos localizados en el nucleo, antigenos del citoplasma o de las
membranas celulares, ademas de proteinas nucleares no histonas y anticuerpos érgano-
especificos (3).

La sensibilidad elevada del método de ANA-IFI para el LES y para la deteccidon de
especificidades antinucleares, junto con su facil realizacién y relativamente bajo costo
indican que este método posee todas las caracteristicas para ser empleado como prueba
de inicio del diagndéstico inmunoldégico de las enfermedades del tejido conectivo (4).

Ademas del valor del titulo de la prueba de ANA es importante evaluar los distintos tipos
de ANA. Algunos tipos se asocian con determinadas enfermedades. Hay cinco tipos
basicos de ANA: moteados, homogéneos, periféricos (anillo), centroméricos y nucleolares.
El modelo moteado se correlaciona con anticuerpos frente a varias fibronucleoproteinas y
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se observa en enfermedades mixtas del tejido conectivo (TMTC), lupus eitematoso
sistémico (LES) y enfermedades del sistema periférico (ESP) (7).

Los modelos homogéneo y periférico (8), que se correlacionan con anticuerpos frente al
ADN nativo (ADNn) [o ADN de doble hélice (ADNdh)], se asocian con LES; estos dos
modelos pueden coexistir. EI modelo centromérico es caracteristico del sindrome CREST
(calcinosis, fenémeno de Raynaud, dismotilidad esofagica, esclerodactilia vy
telangiectasias) (9-13). Finalmente, los anticuerpos dirigidos contra el ARN nucleolar
producen un modelo nucleolar (14) y se asocian con LES y ESP.

La frecuencia del ANA sérico en la poblacién varia en funcién de la edad y del sustrato
antigénico usado, ya que el nimero de positivos aumenta con la edad (4).

Nuestro objetivo fue determinar la frecuencia de los patrones de tincion de anticuerpos
antinucleares (ANA) en sueros de pacientes con sospecha clinica de enfermedad
autoinmune y evaluar la utilidad de los patrones de tinciéon en el diagnostico.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio observacional, descriptivo de corte transverso, fueron estudiados 150
individuos de ambos sexos, con edad comprendida entre 11 y 87 afios que concurrieron al
Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (11CS), desde febrero a diciembre del
2008, para el andlisis de anticuerpos antinucleares con sospecha clinica de enfermedad
autoinmune. Se les extrajo sangre venosa, sin anticoagulante y se separ6 el suero, que
se conservd en viales rotulados, congelandolos a -20° C hasta el momento del
procesamiento.

Para la determinacion de anticuerpos antinucleares, se utiliz6 la técnica de
inmufluorescencia indirecta (IFl). Las muestras y los controles positivos y negativos
diluidos, (control interno, preparado en el laboratorio de Inmunologia del 1ICS), fueron
incubados sobre laminas con células Hep-2 (antigeno para ANA), los anticuerpos
antinucleares presentes se unieron al autoanticuerpos especifico; la reaccion se visualizdé
con suero anti IgG humano marcado con fluoresceina (conjugado de Sigma-USA). Se
consider6 como reaccidn positiva la presencia de fluorescencia en los nucleos o
citoplasmas de las células observadas, teniendo en cuenta los diferentes patrones de
tincion.

Andlisis estadistico: Los datos fueron cargados en una planilla electrénica (Excel) y
analizados mediante el paquete estadistico Epi Info 3.5.1 2008.
Se aplico estadistica descriptiva para el andlisis de los datos.

Los resultados de la prueba, fueron entregados al médico y/o los pacientes y se mantuvo

la confidencialidad de los resultados.

RESULTADOS

De los pacientes estudiados el 89,3% (134/150) fueron del sexo femenino y el 10,7%
(16/150) del masculino, con edades comprendidas entre 11 y 87 afios. La media de edad
del sexo femenino fue de 38 afios y del masculino de 46 afos.

De los 150 pacientes 29,33% (44/150), presentaron patron periférico, 12% (18/150),
patréon puntillado grueso, el 26% (39/150) patron puntillado fino, 28% (42/150) patréon
homogéneo, 3,34% (5/150) patrén nucleolar y 1,33% (2/150) patréon citoplasmatico
puntillado fino. En el sexo femenino predominaron los patrones homogéneo, periférico y
puntillado fino, mientras que en el masculino el periférico.

Los titulos mas elevados se observaron en el patron periférico 32,5% (26/80) y el
puntillado fino 27,5%(22/80). Los titulos mas bajos se observaron en los patrones
nucleolar (3,34% 5/150) y citoplasmatico puntillado fino (1,33% 2/150).

El titulo que mas predomindé es de 1:160, 53,3% (80/150), que se observd con
diferentes patrones.
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Tabla 1. Distribucién de los patrones de fluorescencia de anticuerpos antinucleares
en la poblacién estudiada.

Frecuencia de tipo de patrones (n= 150)

Patrén de tincion Frecuencia
Periférico 44(29,3)
Homogéneo 42(28)
Puntillado fino 39(26)
Puntillado grueso 18(12)
Nucleolar 5(3,3)
Citoplasmatico 2 (1,3)

puntillado fino

Relevancia Clinica
Anticuerpos anti DNA doble cadena.
Caracteristico en LES
Marcador de LES, LES inducido por drogas,
artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria
Anticuerpo anti SSA/RO, sindrome de
Sjogren, LES, Lupus neonatal, Lupus
cutaneo.

Anticuerpo anti Sm (marcador de LES) y ac
anti RNP. Dolencias mixtas del tejido
colectivo, esclerosis, artritis
Ac anti PM SCL. Poliomiositis, esclerosis
sistémica, vasculitis
Poliomiositis, raro en dermatomiositis
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Figura 1. Patrones de tincion, sexo femenino. N=134
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Figura 3. Frecuencia de titulos. N=150

DISCUSION

La deteccion de los anticuerpos antinucleares aporta informacion muy valiosa para la
evaluacion diagnoéstica de los pacientes con enfermedades autoinmunes. El conocimiento
del valor predictivo de la prueba de ANA y la magnitud de su titulo y el tipo son
fundamentales para la evaluaciéon del resultado de esta prueba (2).

Ademas, algunos anticuerpos especificos se relacionan con algunas enfermedades y la
presencia de estos anticuerpos tiene consecuencias muy importantes en multiples
oérganos (8).

El titulo de una prueba positiva de ANA es importante para el diagnéstico. Un titulo bajo
tiene menos importancia que un titulo alto. Los individuos sanos tienen titulos negativos o
bajos. Los pacientes que generalmente tienen titulos elevados, son los casos sistémicos.
Pueden observarse titulos intermedios o altos en familiares no afectados, de individuos
con enfermedades autoinmunes, en personas mayores (11,12), en mujeres gestantes
(13), en pacientes con infecciones crénicas (14,15), en pacientes con neoplasias (14,15)
y en individuos sanos (11,16). Las frecuencias de individuos sanos con titulos de ANA
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1:80, 1:160 y 1:320 son del 13, 5y 3%, respectivamente. Los titulos tienen que ver con
la actividad y el tipo de enfermedad, no con el sustrato utilizado, y la interpretacion
depende de la clinica y del patron de tinciéon. Por lo tanto, un titulo > 1:160 es
significativo para el diagndéstico de pacientes con dichas enfermedades (8).

La diversidad de los patrones morfologicos de los autoanticuepos depende de las
manifestaciones clinicas de las diferentes enfermedades autoinmunes, del estado del
paciente y por ende, la cantidad de anticuerpos ANA-IFI, han demostrado la variedad
esperada de patrones de fluorescencia. En cuanto a la frecuencia de los mismos, se
encontré que en los hombres predominaba el patrén periférico, asociado fuertemente a
LES, mientras que en las mujeres se distribuyeron en forma equitativa entre el periférico,
el homogéneo y el puntillado fino lo cual indicaria mas diversidad en las patologias como
se indica en la tabla 1. El 53.3% de los pacientes presentaron titulos de 1:160, lo cual
puede servir como marcador inicial para el seguimiento y monitoreo de la concentraciéon
de anticuerpos, ya que el aumento de los titulos se asocia con un aumento de la actividad
de la enfermedad generalmente (14).

Nuestros resultados enfatizan y confirman la importancia de la investigacion clinica
dirigida a alcanzar la utilizacibn méas apropiada de las determinaciones laboratoriales de
anticuerpos antinucleares los diferentes patrones y sus frecuencias para diagnosticar y
pronosticar las enfermedades autoinmunes.
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