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ANTICUERPOS ANTINUCLEARES, IMAGENES Y CARACTERISTICAS OBTENIDAS POR
INMUNOFLUORESCENCIA. IMPORTANCIA DE LOS ISOTIPOS IgA, IgM E IgG
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La técnica de eleccion para el screening de anticuerpos antinucleares (ANA) es la inmunofluores-
cencia indirecta que utiliza como sustrato una linea de células epiteliales de carcinoma de laringe
humano (IFI-HEp2), y como antisuero, anti-lgG o anti-Ig totales. Los ANA-IgG son los més importantes para el
diagnostico y monitoreo de las enfermedades del tejido conectivo (ETC), mientras los ANA-IgM son de menor
relevancia clinica en estos pacientes. Sin embargo, poco se sabe de los ANA-IgA ya que estos Ac han sido
menos investigados. El objetivo de este trabajo fue estudiar la prevalencia de los diferentes isotipos de
inmunoglobulinas de anticuerpos antinucleares en los pacientes con ETC y evaluar la conveniencia de utilizar
conjugados monovalentes o polivalentes. Se procesaron 100 sueros de pacientes con diversas ETC empleando
IFI-HEp2, en los cuales se detectd 38% de ANA-IgA (titulos = 1:80) y 12% de ANA-IgM (titulos < 1:160). En 29
casos se detectd IgA en ausencia de IgM, en 3 casos IgM en ausencia de IgA. En todos los casos los ANA-IgG
estuvieron presentes. En 6 sueros se observo un cambio de imagen con conjugado anti-IgA y en 3 con conjuga-
do anti-IgM. Debido a la alta prevalencia de ANA-IgA detectada por IFI-HEp2, se destaca la conveniencia de
utilizar conjugado anti-lg totales en lugar de anti-IlgG, mientras se desconozca la relevancia de los ANA-IgA en
el diagndstico, prondstico y seguimiento de las enfermedades reumaticas sistémicas.
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Abstract Antinuclear antibodies, patterns and characteristics obtained by immunofluorescence. The
importance of the IgA, IgM and 1gG isotypes.  The indirect immunofluorescence with epitelial cell
line from human laryngeal carcinoma as substrate (IIF-HEp2) and anti-lgG or anti-total Ig as antisera, is the
technique currently used for the detection of antinuclear antibodies. The most important antibodies for the diag-
nosis and follow-up of connective tissue diseases (CTD) are the 1IgG-ANA, while the IgM-ANA have no clinical
relevance. However the IgA-ANA have not been thoroughly investigated so far. The aim of this work was to
study the prevalence of different ANA isotypes of Ig antibodies in CTD patients and to evaluate the convenience
of the use of monovalent or polyvalent conjugate. We examined the sera of 100 patients with different CTD by
IIF-HEp2 and detected a prevalence of 38% IgA-ANA (titles > 1:80) and 12% IgM-ANA (titles < 1:160). In twenty
nine cases we detected IgA-ANA in absence of IgM-ANA, and in 3 cases IgM-ANA in absence of IgA-ANA. In
all the cases IgG-ANA were present. In 6 sera a change in the immunofluorescence pattern was observed while
using anti-IlgA conjugate, whereas in 3 the change was observed with the use of anti-lgM conjugate. Because of
the high prevalence of ANA-IgA detected by IIF-HEp2, we emphasize the convenience of employing anti-total Ig
in spite of anti-lgG conjugated until the role of ANA-IgA is dilucidated in CTD patients, in order to establish its
relevance in the diagnosis, prognosis and follow-up of systemic rheumatic diseases.
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La deteccion e identificacion de los anticuerpos
antinucleares (ANA) es una herramienta util en el diag-
néstico, prondstico, tratamiento y seguimiento de los pa-
cientes con enfermedades reuméticas sistémicas'®. Los
ANA*® se hallan asociados a diferentes enfermedades

Recibido: 12-VI11-2008 Aceptado: 7-1V-2009
Direccion postal: Dra Miriam Arcavi, Departamento de Bioquimica
Clinica, Area Inmunologia Clinica, Hospital de Clinicas José de San
Martin, Av. Cérdoba 2351, 1120 Buenos Aires, Argentina

Fax: (54-11) 4552-4934 e-mail: arcavimiriam@hotmail.com

del tejido conectivo (ETC)"%° y en algunas ocasiones a
enfermedades hepaticas autoinmunes!* 2. Mundialmen-
te, la técnica de eleccion en el screening inicial para la
deteccién de estos autoanticuerpos es la inmunofluores-
cencia indirecta (IF1)*** que utiliza como sustrato una
linea de células epiteliales de carcinoma de laringe hu-
mano (HEp-2)* 6. Las discrepancias en los resultados
obtenidos por este método se deben a mdltiples facto-
res: modo de fijacion de los sustratos comerciales utiliza-
dos, tipo de microscopio, experiencia del observador,
procedimientos de control de calidad y la eleccion del
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antisuero marcado'’ (anti-lgG o anti-Ig totales). Hay gru-
pos que sostienen la conveniencia de utilizar conjugado
anti-lgG para la deteccion de ANA™ % debido a que este
isotipo es el que mas se asocia con enfermedad®. Nues-
tro grupo de trabajo ha notificado previamente la detec-
cién de ANA-IgA por la técnica de IFI-HEp2 en pacientes
que presentan patrén compatible con anticuerpos anti-
envoltura nuclear (ANEA)*2. Utilizando otras técnicas y
detectando ANA especificos, se ha observado que los
ANA-IgM suelen coexistir con los ANA-IgG, pero gene-
ralmente son de importancia secundaria en el adulto®,
no se ha encontrado correlacion patogénica y se ha visto
gue habitualmente se asocian a la presencia de
anticuerpos IgM naturales'®. Con respecto a los ANA-IgA
especificos, algunos autores han detectado anticuerpos
anti-DNAn?y anti-histonas?®. Para evaluar la convenien-
cia de utilizar conjugado anti-lgG o anti-Igtotales por la
técnica de IFI-HEp2, se plantearon los siguientes objeti-
vos: a) determinar la prevalencia de isotipos de ANA (IgG,
IgM e IgA) en individuos con ETC por la técnica de IFI-
HEp2, b) observar si los sueros presentan cambios de
imagen con la utilizacién de los diferentes conjugados
(anti-IgG, anti-IgA o anti-lgM), c) determinar la distribu-
cion de los diferentes patrones de ANA segun el isotipo
del antisuero utilizado y d) determinar la frecuencia de
aparicion de los patrones ANA IgG en las diferentes ETC.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 100 sueros ANA positivos por IFI-HEp2
(conjugado: anti Ig totales), provenientes de pacientes que
concurrieron al Hospital de Clinicas para ser atendidos por
presentar diversas enfermedades autoinmunes. Se realizé una
revision retrospectiva de sus historias clinicas, obteniéndose
la siguiente informacion: 57 lupus eritematoso sistémico
(LES), 25 esclerodermia (ES), 2 polimiositis (PM), 5 sindro-
me de Sjogren (SS), 3 enfermedad mixta del tejido conectivo
(EMTC) y 8 con enfermedades del tejido conectivo no diag-
nosticadas al momento del estudio (ETCND).

Los sueros fueron conservados a -20 °C hasta el momento
de su procesamiento.

A todos los sueros se les realiz6 deteccion de ANA por la
técnica de IFI-HEp2 (Kallestad, WA, USA), utilizando como
conjugado marcado con isotiocianato de fluoresceina (FICT)
(Biocientifica, Buenos Aires, Argentina), suero de cabra anti-
Ig totales en dilucion 1:160 en azul de evans (AE) 1:300 000.
Se utilizaron controles negativos (pool de sueros) y contro-
les comerciales positivos, contrastados contra controles del
CDC (IFl, Buenos Aires, Argentina). El test de IFI-HEp2 pue-
de presentar resultados ANA positivos a bajos titulos en per-
sonas sanas?, personas que cursan una variedad de enfer-
medades infecciosas inflamatorias y neoplasicas, en perso-
nas de edad avanzada y en pacientes con enfermedades
autoinmunes que no sean del tejido conectivo. Habitualmen-
te se hace referencia a titulos anormales de autoanticuerpos,
pero no hay un valor de cut-off que pueda distinguir en for-
ma absoluta individuos normales de individuos con enferme-
dad autoinmune; en general, los altos titulos son mas frecuen-
tes en pacientes jévenes. Si bien el valor de corte para esta
técnica en solucion de buffer fosfato (PBS) es 1:40, se resol-
vio considerar ANA positivos a aquellos sueros que presen-
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taran titulos = 1:80°, para independizarnos de los bajos titu-
los que en la mayoria de los casos responden a la presencia
de anticuerpos IgM naturales sin significacion clinica.

Todos los sueros de los pacientes ANA positivos fueron
llevados a dilucion final 1:80 con PBS para detectar los dife-
rentes isotipos: 1gG, IgA e IgM.

Para detectar ANA-IgG, se utilizé6 conjugado anti-lgG-FITC
(Biocientifica. Buenos Aires, Argentina) en diluciéon 1:100 en
AE 1:300000.

Para detectar ANA-IgA y ANA-IgM, los sueros fueron pre-
viamente diluidos 1:10 con absorbente anti-lgG (The Binding
Site, Birmingham, London), para eliminar la 1gG sérica y asi
evitar los falsos negativos por la presencia de ANA-IgG especi-
fica y los falsos positivos por la presencia de factores reuma-
toideos?>?8, Se utilizaron conjugados anti-IgA-FITC (Biocientifica.
Buenos Aires, Argentina) y anti-IgM-FITC (Biocientifica. Buenos
Aires, Argentina) en dilucién 1:100 en AE 1:300.000.

Para realizar la técnica de inmunoblotting-IgA (I1B-IgA) se
utilizé como fuente de antigeno un extracto de células HelLa
(Facultad de Medicina, Universidad de San Pablo, Brasil)
obtenidas por congelamiento y descongelamiento rapido (10
ciclos). Las proteinas presentes fueron separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE al 12%) y
posteriormente electrotransferidas a una membrana de nitro-
celulosa (Sigma). La misma fue cortada en tiras que fueron
bloqueadas con leche descremada (Gibco Laboratories,
Grand Island, NY) al 10% en PBS. Las muestras fueron pre-
viamente diluidas 1:10 con absorbente anti-lgG humano (The
Binding Site, Birmingham London) y llevadas a dilucién final
1:60 con una solucién compuesta por: 1% de leche descre-
mada, 10% de suero bovino adulto y 0.05 de Tween-20 en
PBS). Se utilizé anti-lgG humana conjugada con fosfatasa
alcalina (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) diluida 1/500 en
el mismo diluyente de sueros. Las tiras fueron reveladas con
5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato/nitroblue tetrazolium (BCIP/
NBT) (Vector Laboratories, California, USA). Se utilizaron
como controles un pool de sueros negativos y un pool de
sueros positivos (Ac anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-RNP, anti-
Sm y anti-ribosomal P).

Resultados

Se realiz6 deteccion de ANA por IFI-HEp2 a 100 sueros
de pacientes con diversas ETC.

Todos los sueros procesados presentaron ANA-IgG,
de éstos, el 38% presentd ANA-IgA y el 12% ANA-IgM.
Los titulos de ANA-IgG fueron = 1:160 y los de ANA-IgM
< 1:160. Con respecto a los ANA-IgA, se detect6 un solo
suero con titulo 1:80 y los restantes fueron positivos
> 1:160 llegando en algunos casos a valores de 1:1280.

Si observamos el porcentaje de distribucion de los di-
ferentes isotipos, el 59% present6 sélo anticuerpos anti-
19G, el 29% IgG e IgA, el 3% IgG e IgM y el 9% 1gG, IgA e
IgM. En 3 casos se detectd IgM en ausencia de IgA, en 29
casos IgA (Fig. 1) en ausencia de IgM y en ningln caso se
detect6 IgA o IgM en ausencia de IgG (Tabla 1).

Al comparar las imagenes obtenidas con los diferen-
tes isotipos de conjugados con respecto al patrén obser-
vado con conjugado anti-lg totales, se obtuvieron los si-
guientes resultados: 1) con anti-lgG, no se observaron
diferencias. Se pudieron detectar las siguientes image-
nes: aparato mitético nuclear (NuMA), centriolo, nuclear
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Fig. 1.— Suero de paciente con ANA-IgA por la técnica de IFI-
HEp2. Resultado: moteado 1:320. Se utiliz6 un microsco-
pio laser confocal (Olympus Fluoview FV300 BS61,
Melville, EEUU). La imagen de la foto fue adquirida con
el programa Fluoview FV 300 (version 3.3).

dots, antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) y
CENP-F; 2) con anti-IgA, el 15.8% (6/38) de los sueros
presento un cambio de patron: a) se detectaron 2 sueros
con patrén nucleolar que no se habian evidenciado pre-
viamente, b) en otros 2 sueros no se detecto el patron
nucleolar, c) en lugar de la imagen mixta homogénea y
moteada, en 1 caso sélo se detect6 el patrén homogé-
neo, y d) en 1 suero con imagen mixta de centromero y
centriolo positivos, sélo se detecto el patron centromérico;
3) con anti-IgM, el 25% (3/12) de los sueros present6 un
cambio de patron donde sélo se evidencié la imagen
moteada (Tabla 2).

Cuando observamos la distribucién de los diferentes
patrones de ANA segun el isotipo de antisuero utilizado,
observamos que con anti-lgG y anti-lgA aparece una
mayor frecuencia de patrones moteados, homogéneos y
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TABLA 1.— Prevalencia de isotipos de ANA en pacientes

con ETC
% ANA-IgG ANA-IgA ANA-IgM
59 P > 1:160° N N
29 P > 1:160° P > 1:80° N
3 P > 1:160° N P > 1:80°
9 P > 1:160° P > 1:160° P > 1:80°

P: positivo; N: negativo; @: 1:160-1:1280; b. 1:80- 1:1280; ¢: 1:80-1:160

nucleolares puros o mixtos. Al utilizar conjugado anti-IgM
predominan el patron homogéneo, el mixto (homogéneo
y moteado) y el moteado.

En los sueros de los pacientes con LES, PM, SS,
EMTC y ETCND predominé la imagen moteada y en los
sueros de los pacientes con ES se detect6 con mayor
frecuencia el patron nucleolar puro o mixto (Tabla 3).

Se realiz6 IB-IgA a 8 de los 38 sueros que presenta-
ban ANA-IgA por IFI-HEp2 y ANA-IgG por las técnicas
de IFI-HEp2, IB, LIA y/o ELISA. En 5 sueros se detecta-
ron Ac marcadores de enfermedad, como: anti-Sm en
sueros 1, 2, 4y 5; anti-ribosomal P en sueros 2y 4y
anti-Scl-70 en suero 3 (Fig. 2). En las muestras restantes
se visualizaron diferentes bandas como: RNP, Ro/SSA,
La/SSB y otras no identificadas (sueros 7 y 8).

Discusioén

La presencia de autoanticuerpos por si misma no supo-
ne enfermedad. Niveles bajos de autoanticuerpos, espe-
cialmente de baja afinidad y de clase IgM, son un hecho
normal en la respuesta inmune. Cuando se produce en-
fermedad, estos autoanticuerpos aumentan su concen-
tracion y cambian su clase y afinidad?®. Cuando analiza-

TABLA 2.— Distribucion de los diferentes patrones en IFI-HEp2 segun el isotipo
del antisuero utilizado

Patron (IFI HEp-2) Conjugado Conjugado Conjugado
anti-lgTotales o anti-IgA anti-lgM
anti-lgG
Moteada 36 162 2
Homogénea 19 10° 49
Nucleolar (Nu) pura y mixtas 18 7¢d 1
Homogénea y moteada 8 3¢ 3
PCNA; NuMA; centriolo; nuclear dots; CENP-F 8 0 0
Envoltura nuclear 1 1 1n
Centrémero; centromero y centriolo 5 1f 1
Citoplasma 5 1 0

Moteado y Nu: 1, bHomogéneo vy Nu: 1, °Homogéneo: 1, dCitopIasma’tico: 1, ®Homogéneo: 1, 'centrémero: 1,

Moteado: 1, "Moteado: 1,'Moteado: 1.
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mos la frecuencia de aparicion de los diferentes isotipos de
ANA detectados por IFI-HEp2, se observa que todas las
muestras séricas estudiadas presentaron ANA-IgG a titulo =
1:160. De ellas, un 12% presentd ANA-IgM, generalmente
en titulos cercanos al valor de corte y los ANA-IgA presenta-
ron una prevalencia del 38% en titulos > 1:80 y < a 1:1280
(Tabla 1). Imdgenes como NuMA, PCNA, centromero, y
centriolo fueron exclusivamente a expensas de 1gG. En al-
gunos sueros se observaron cambios de imagenes al utilizar
conjugado anti-IgA o anti-IgM (Tabla 2). Los patrones
prevalentes de ANA-IgG observados en las ETC estudiadas
fueron los esperados para esas enfermedades (Tabla 3).
Hay opiniones divididas sobre la especificidad reque-
rida del conjugado; hay quienes sugieren la ventaja de
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Fig. 2.— Sueros de pacientes con ANA-IgA por la técnica de
IB. CN: control negativo, CP: control positivo
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utilizar conjugado anti-lgG* y quienes aceptan tanto la
utilizaciéon de conjugados monovalentes como polivalen-
tes¥®. La falta de criterio undnime en cuanto a la utiliza-
cion del conjugado adecuado ha llevado a variaciones
en los titulos informados por diferentes laboratorios. El
conjugado polivalente puede detectar un porcentaje mas
elevado de anticuerpos sin significacion clinica'®. Los
ANA-IgG son los Acs mas importantes en términos de
diagnostico y monitoreo de LES y enfermedades relacio-
nadas y siempre deben ser investigados, mientras que
los ANA-IgM serian de importancia secundaria en el adul-
to?. Por este motivo, en la deteccién de Ac dirigidos con-
tra antigenos nucleares extraibles (ENA), sélo se utiliza
conjugado anti-IgG independientemente de la técnica
utilizada: immunoblotting (1B), enzimoinmunoensayo (EIA)
o inmunoensayo lineal (LIA). Si nos basamos en estos
datos, estaria indicada la utilizacién de conjugado anti-
IgG por la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Otros
autores han encontrado anticuerpos de isotipo IgA con
especificidad anti-Ro/SSA y anti-La/SSB, por las técni-
cas de EIA o IB, en pacientes con Sjogren y en pacien-
tes ltpicos®. También han detectado en pacientes IUpicos
anti-DNAnN de isotipo IgA por la técnica de IFI que utiliza
Crithidia luciliae como sustrato®.

En este trabajo no encontramos diferencias entre la
utilizacion de conjugado anti-Igtotales o anti-lgG pero
detectamos una alta prevalencia de ANA-IgA y en algu-
nos casos los titulos obtenidos fueron sorprenden-
temente elevados. Estos resultados nos llevaron a plan-
tearnos si la presencia de ANA-IgA estaba asociada a
Ac IgA especificos (Ro/SSA, La/SSB, Sm, RNP, Jol,
Scl-70 y ribosomal-P). Por este motivo se realiz6 IB-IgA
a 8 pacientes que presentaban ANA-IgA por IFI-HEp2 a
altos titulos ademas de diferentes Ac especificos de cla-
se IgG por las técnicas de IB, LIA y/o ELISA. Se detec-
taron bandas en todas las muestras seleccionadas y en
5 casos se visualizaron Ac marcadores de enfermedad
como: anti-Sm y anti-ribosomal P (LES) y anti-Scl-70
(ES) (Fig. 2).

TABLA 3.— Distribucién de los patrones obtenidos con conjugado anti-lgG por IFI-HEp2 en las
diferentes ETC

Patron (IFI-HEp2) LES ES PM SS EMTC ETCND
n: 100 n: 57 n: 25 n: 2 n: 5 n: 3 n: 8

Moteada 19 4 2 5 3 3
Homogénea 15 4 - - - -
Homogénea y moteada 7 1 - - - -
Nucleolar (Nu) pura y mixtas 7 11 - - - -
PCNA 4 - - - - -
NuMA,; centriolo; CENP-F; envoltura nuclear; - - - - - 5
nuclear dots

Centromero; centromero y centriolo - 5 - - - -
Citoplasma 5 - - - - -
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Los resultados encontrados en este trabajo y en pu-
blicaciones anteriores de nuestro grupo*?, indican la im-
portancia de profundizar el estudio de los ANA-IgA para
evaluar si la presencia de estos autoanticuerpos en los di-
ferentes estadios clinicos de las ETC, podria ser de utilidad
en el diagnostico, seguimiento y/o prondstico de estas en-
fermedades reumatoldgicas. Teniendo en cuenta que la IFI-
HEp2 es la técnica recomendada para el screening inicial
de ANA-IgG o ANA-Ig totales, debemos detectar ANA-IgA
inicialmente por esta técnica. Cuando quede demostrada
la importancia de la presencia de ANA-IgA por IFI-HEp2 en
pacientes con ETC, tendremos que plantearnos la busque-
da de ANA-IgA especificos por otras metodologias. Sin
embargo, podemos concluir que mientras no tengamos
mayor informacion del rol que juegan los ANA-IgA en el
contexto de las enfermedades autoinmunes sistémicas, se
considera conveniente utilizar el conjugado anti-lg totales
para la deteccion de ANA por IFI-HEp2.
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