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RESUMEN

La deteccion de Anticuerpos antinucleares (ANA) es fundamental en el diagnéstico de
enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas (ERAs) y han sido incorporados en
diferentes guias sobre criterios diagnosticos.

La IFI es la técnica de screening utilizada para detectar una amplia variedad de ANA
dirigidos a diferentes autoantigenos celulares, pudiéndose reconocer patrones de tincion
nucleares, citoplasmaticos y mitéticos cuando se utiliza como sustrato células de carcinoma
epidermoide laringeo humano (células HEp-2).

Si bien el Colegio Americano de Reumatologia (ACR) y otras entidades internacionales
como European autoimmunity standardization initiative (EASI), International Union of
Immunologic Societies (IUIS), Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), Arthritis Foundation
(AF) y Centers for Disease Control and Prevention (CDC) coinciden en que el ensayo de
IFl en células HEp-2 es la prueba estandar de oro para ANA, existen diversos factores que
contribuyen a la variabilidad de los resultados de esta prueba.

El presente documento tiene como objetivo brindar recomendaciones sobre la metodologia
de IFI manual y la interpretacion de los diferentes patrones en células HEp-2 para la
determinacion de ANA, contribuyendo de esta manera, a reducir la variabilidad entre

laboratorios en los procedimientos diagndsticos e interpretacion de los resultados.

PALABRAS CLAVES: anticuerpos antinucleares, inmunofluorescencia indirecta, patrones
de inmunofluorescencia, hep-2, enfermedades reumaticas autoinmune sistémicas
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DEFINICIONES Y TERMINOS

ACR: Colegio Americano de Reumatologia

AF: Arthritis Foundation

ANA: Anticuerpos antinucleares

CDC: Centers for Disease Control and Prevention
EASI: European autoimmunity standardization initiative
ERAs: Enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas
ES: Esclerosis Sistémica

EULAR: Liga Europea contra el Reumatismo

FAN: factor antinuclear

F/P: Relacion Fluoresceina/Proteina

Hep-2: Carcinoma epidermoide laringeo humano
ICAP: International Consensus on ANA Patterns

IFI: Inmunofluorescencia indirecta

ITCF: Isotiocianato de fluoresceina

IUIS: International Union of Immunologic Societies
LED: diodos emisores de luz

LES: Lupus Eritematoso Sistémico

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: Buffer fosfato salino

PEEC: Programa de Evaluacion Externa de la Calidad

VPP: valor predictivo positivo
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1. Introduccién general sobre el uso de la determinacion de anticuerpos

antinucleares

La deteccion de los autoanticuerpos especificos de antigenos intracelulares, es
fundamental en el diagnostico de enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas
(ERASs), (reconocidas por las siglas en inglés SARDs, por systemic autoinmune rheumatic
diseases), tales como Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Sindrome de Sjogren,
Enfermedad Mixta del Tejido conectivo, Esclerosis Sistémica (ES), miopatias inflamatorias
idiopaticas, entre otras. El analisis de estos anticuerpos es, por lo tanto, un primer paso en
la evaluacion diferencial de los pacientes cuando se sospecha de una etiologia autoinmune
sistémica’.

La determinacion de los anticuerpos antinucleares (ANA) ha sido incorporada en diferentes
guias sobre criterios diagnoésticos. Por ejemplo, un hallazgo positivo ha sido agregado a los
criterios diagnosticos para LES por el Colegio Americano de Reumatologia (American
College of Rheumatology—ACR-) en los anos 1980s, con la subsecuente revision realizada
en 1997 +°. En 2013, un comité que reunié6 al ACR y a la Liga Europea contra el
Reumatismo (European League Against Rheumatism—EULAR-) establecié nuevos criterios
de clasificacion para el diagnodstico de la ES. Estos criterios incluyen anticuerpos
antinucleares, principalmente antitopoisomerasa |, anticentromero y anti-RNA polymerasa
16,

Los debates sobre la determinacion de ANA por diferentes herramientas metodolégicas han
resultado recientemente en una declaracion de posicion del ACR, afirmando que IFI es el
estandar "de oro" para la deteccion de ANA, y que los métodos alternativos deben
demostrar un desempefio tan bueno como éste. Esta declaracién de posicion se basa
principalmente en la alta sensibilidad de la IFl para ciertas enfermedades autoinmunes
como LES y, en menor medida, la ES. Ademas, esta fuertemente respaldada por la inclusion
historica de los ANA por IFI como criterio de ciertas enfermedades. Desafortunadamente,
la especificidad y sensibilidad de la IF| es relativamente baja para otras enfermedades, y

sus limitaciones técnicas aun no han sido superadas .
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La presencia de ANA en distintas patologias tiene valor diagnéstico, pronéstico y de
monitoreo, sin embargo, los mismos pueden también estar presentes en infecciones y en
individuos sanos ”.

Cuando un paciente presenta sintomas de enfermedad sistémica, dolor de pecho tipo
pleuritico, linfoadenopatias, dolor en las articulaciones, debe indicarse la determinacion de
ANA a fines de plantear diagndsticos diferenciales entre una enfermedad infecciosa u otras
enfermedades de origen autoinmune. La presencia de Ulceras en mucosa oral,
fotosensibilidad, alopecia, inflamacion de las articulaciones, pleuresia o fendmeno de
Raynaud confirman la necesidad de realizar pruebas para descartar o confirmar
enfermedad reumatica autoinmune &',

Debe considerarse que el grado de positividad indicado por el titulo de ANA tiene
importancia diagndstica, ya que el valor predictivo positivo (VPP) aumenta a titulos
elevados. Ademas, un resultado negativo no implica ausencia de enfermedad, el mismo
debe ser interpretado en el contexto general de cada paciente. Cuando existe una fuerte
sospecha clinica podria ser necesario la realizacion de otras pruebas diagndsticas, aunque
el test de anticuerpos sea negativo.

Es importante utilizar estas determinaciones solo en aquellos pacientes en los que se tiene
una alta sospecha clinica, y no en todos aquellos que se presentan con fatiga y dolor

musculo esquelético, para no generar confusiones y derivaciones innecesarias.

2. Toma y almacenamiento de la muestra para Inmunofluorescencia Indirecta

Al momento de la toma de muestra se debe corroborar que el paciente presente el ayuno
correspondiente y que sus datos sean correctos y completos. De ser necesario, solicitar
informacién que sirva para el adecuado analisis de los resultados obtenidos tales como:
sexo, edad, diagnostico presuntivo, antecedentes familiares, toma de medicacién que

pueda interferir en la determinacion.
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Para minimizar los inconvenientes propios de la técnica de IFI para ANA se deben tener en
cuenta diversos factores de la etapa pre analitica.
Uno de los primeros a tener en cuenta es la adecuada recoleccion y almacenamiento de

las muestras.

e La prueba debe realizarse en suero del paciente.

e La muestra debe ser refrigerada entre 2 y 8 °C si se procesa dentro de las 72 hs; de

lo contrario debe ser conservada a -20 °C o menos &.

e Es importante evitar muestras hemolizadas y/o lipémicas °°.

El correcto almacenamiento de las muestras evita la desnaturalizacion y contaminaciéon que
podrian llevar a falsos resultados, ya que sucesivas congelaciones y descongelaciones
pueden alterarlo.

Si bien dicha determinacién se realiza en suero, los ANA pueden detectarse en otros
materiales (por ejemplo, liquido sinovial y pleural), pero no esta totalmente demostrada la

utilidad de los mismos; no siendo mencionada en las guias existentes hasta la actualidad.

Recomendacién en caso de recibir muestras derivadas

En caso de recibir muestras derivadas se deben cumplir procedimientos para asegurar la
calidad de las muestras enviadas desde otros laboratorios, incluyendo los criterios para el
rechazo de muestras que no cumplimenten los requisitos especificados.

El laboratorio receptor, debera enviar una copia del procedimiento de derivacion de
muestras a todos sus laboratorios derivantes, asegurandose de su aceptacion y correcto
cumplimiento por parte de los mismos. Deberan especificarse: la forma de preparacion del
paciente, el tipo de muestra a obtener, los conservantes (si corresponde), la identificacion
univoca de la muestra y todo dato adicional relevante a remitir acompafiando la muestra

que permita orientar hacia la correcta interpretacion de los resultados obtenidos.
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Debe existir un registro de laboratorios derivantes y notas de aceptacion del procedimiento
de derivacion e identificacion de muestras.

El laboratorio debe poseer un procedimiento que fije el periodo para el almacenamiento de
aquellas muestras que puedan requerir su utilizacion posterior (para confirmacién de
resultados, o para la realizacion de analisis adicionales). Todo esto a fines de evitar errores

pre analiticos .

3. Consideraciones metodolégicas para asegurar la calidad de la determinacién de
ANA POR IFI

La IFI es la técnica de screening utilizada para detectar una amplia variedad de ANA
dirigidos a diferentes autoantigenos celulares, pudiéndose reconocer patrones de tincion
nucleares, citoplasmaticos y mitéticos cuando se utiliza como sustrato células de carcinoma
epidermoide laringeo humano (células HEp-2).

El presente documento tiene como objetivo brindar recomendaciones sobre la metodologia
de IFI manual y la interpretacién de los diferentes patrones en células HEp-2 para la
determinacion de ANA, contribuyendo de esta manera, a reducir la variabilidad entre
laboratorios en los procedimientos diagndsticos e interpretacion de los resultados.

Si bien ACR vy otras entidades internacionales como European autoimmunity
standardization initiative (EASI), International Union of Immunologic Societies (IUIS),
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Arthritis Foundation (AF) y Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) coinciden en que el ensayo de IFI en células HEp-2 es la
prueba estandar de oro para ANA, existen diversos factores que contribuyen a la
variabilidad de los resultados de esta prueba. Dichos factores pueden ser clasificados en
tres categorias: factores bioldgicos (diversidad de lineas celulares HEp-2, métodos de
fijacion de improntas, isotipo de conjugado, relacion fluorocromo/proteina), factores

procedimentales (procedimiento manual vs automatizado, tipo de lampara de microscopio,
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entrenamiento del observador) y factores decisivos (dilucion de trabajo, nomenclatura de

patrones, expresion de resultados) 3.

a) Eleccion del sustrato

Existen diversos sustratos y agentes fijadores, cada uno con diferentes grados
de sensibilidad y especificidad. El sustrato recomendado son las células HEp-2,
obtenidas por cultivo asincronico en monocapa sobre portaobjetos, ya que estas
improntas presentan la ventaja de contener células en diferentes estadios del
ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase y telofase), y por lo tanto, la
expresion de diferentes proteinas que son fuente de autoantigenos. Por otra
parte, las células HEp-2 poseen una alta relacion nucleo/citoplasma que
favorece la visualizacion microscépica, permiten evaluar patrones nucleolares y
tienen un citoplasma rico en fibrillas y organelas, fundamentales en el

reconocimiento de los patrones citoplasmaticos ”'°.

Se recomienda que las células HEp-2 estén fijadas en acetona. En cambio, no
se aconseja el uso de aquellas improntas fijadas en etanol y/o metanol, ya que
dicho proceso puede eliminar el antigeno Ro (SS-A). Las empresas comerciales
no revelan el tipo de fijador utilizado, por lo tanto, se recomienda evaluar las
improntas con controles trazables de los distintos patrones para analizar el
comportamiento de las mismas, especialmente con un suero positivo para el

autoantigeno SSA/Ro 7 417,

Antes de que se utilice una impronta en el laboratorio, la calidad de la misma se

debe evaluar utilizando los procedimientos estandarizados.
Ciertos criterios son importantes para juzgar la calidad de las células':
1. Densidad celular y distribucién en la impronta

2. Numero de mitosis (al menos 3 a 5 mitosis por campo visual a 200x)
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3. Expresion de antigenos relevantes para ANA.
4. Conservacion de la morfologia.
5. Fluorescencia basal.

La calidad de las improntas puede verse influenciada en el proceso de produccion de las
mismas por las condiciones del cultivo celular, preparacién de portaobjetos y sustancias
fijadoras.

Para una mejor conservacion las improntas deben mantenerse refrigeradas entre 2y 10 °C

hasta el momento de ser utilizadas.

b) Valor de corte - Dilucién del Suero:

La decision de establecer un punto de corte en una dilucién determinada debe estar basada

en la poblacién que esta siendo testeada, por lo tanto:

e Se recomienda que cada laboratorio establezca el valor de corte, definido como la
dilucion por debajo de la cual el resultado se considera negativo, en individuos
normales y teniendo en cuenta rangos etarios. Para individuos adultos, se aconseja
realizar una dilucion de pesquisa (screening) de 1/80, con una sensibilidad del 90-
95%. Para individuos mas jovenes (menores de 16 afos) se aconseja una dilucién
de corte de 1/40 " 712,

e En el caso de un resultado positivo, el ensayo se debe repetir utilizando una serie
geomeétrica de diluciones de la muestra de acuerdo a la intensidad de fluorescencia
(1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/5120, 1/10240) para definir el titulo final'2.
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c) Conjugado fluorescente:

Los anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluoresceina (ITCF) son los utilizados

comunmente. La sensibilidad y la especificidad de la determinacion de ANA dependen, en

gran medida, de la eleccion de un buen conjugado.

Aspectos a tener en cuenta:

Especificidad isotipica del conjugado: aunque en la practica se utilizan tanto
conjugados polivalentes (reactivos contra IgG, IgA e IgM) como conjugados anti-
IgG especificos, no se aconseja el uso de conjugados polivalentes ya que
pueden producir una fluorescencia de fondo indeseada y ademas detectar ANA
de clase IgM asociados con artritis reumatoidea, uso de ciertas drogas o la edad,
que son generalmente, insignificantes desde el punto de vista clinico. Por lo
tanto, se recomienda el uso de conjugados anti-IgG especificos para aumentar
el valor predictivo positivo del ensayo de ANA 712,

Relacion Fluoresceina/Proteina (F/P): se recomienda que esta relacion se
encuentre entre 2,5 y 4,0. Si la relacion F/P es mayor, aumentara la tincion
fluorescente no especifica; por otro lado, si la relacion F/P es menor se podrian

obtener resultados falsos negativos.

Relacion Anticuerpo Especifico/Proteina: debe ser aproximadamente 0,1 o
mayor, si es menor disminuye la especificidad. La concentracion final (dilucion

de trabajo) del anticuerpo especifico debe estar entre 30 y 60 ug/mL.

Dilucién de trabajo del conjugado: Cada laboratorio debera evaluar la dilucién de
trabajo recomendada por el fabricante, titulando el conjugado mediante la
utilizacion de un suero positivo de titulo conocido (control primario o0 secundario)

para establecer la dilucion éptima de trabajo requerida .
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Se recomienda que la dilucion 6ptima de trabajo del conjugado sea establecida

cuando:

- se cambie el sustrato (tipo, marca o lote)
- se use un nuevo lote de conjugado

- se cambie el sistema optico de lectura

- se cambie la lampara

- no se obtengan resultados adecuados en los controles internos o controles de

calidad externo 7.

No se recomienda utilizar conjugados pre-diluidos o listos para usar ya que las condiciones
de trabajo del laboratorio pueden no ser iguales a las del fabricante; pero, en caso de
hacerlo, se aconseja compararlos con conjugados estandar para chequear su performance.
A veces, el conjugado es tratado con 0.01 g/L de Azul de Evans para facilitar la distincion
de la sefal fluorescente.

e Titulacion del conjugado: El método mas aceptado para determinar la dilucion
Optima del conjugado es la titulacion en damero o tablero de ajedrez. Se debe
contar con un suero de referencia o patrén primario, o en su defecto con un
patréon secundario, de titulo conocido, y con un suero negativo. Se procede a
realizar la determinacion frente a diluciones seriadas del conjugado (por ejemplo
1:50, 1:100, 1:200, 1:400 y 1:800), enfrentandolas con diluciones seriadas de los
controles positivos y negativos. Se define Titulo plateau, a la mayor dilucion del
patrén primario que es positivo en al menos tres diluciones diferentes vy
consecutivas del conjugado, luego el titulo cae abruptamente. El ultimo titulo
positivo a nivel del plateau se lo denomina punto final del plateau. Usualmente,
la dilucién de trabajo del conjugado es un cuarto de la dilucién del punto final
del plateau .
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d) Controles internos:

Es recomendable procesar en forma paralela a las muestras, controles de
calidad internos positivos. Los sueros controles positivos deberan contener ANA
tipicos de diferentes enfermedades autoinmune reumaticas como: nuclear
homogéneo, nuclear granular/moteado, nucleolar y centrémero u otros (Ver
punto 9 - Evaluacion e Interpretacion), que deben usarse a intervalos regulares.
Los sueros de control comercial estan disponibles para este propdsito, y también
se pueden usar controles definidos por el propio laboratorio (in house). Dentro
de los controles internos es recomendable incorporar un suero anti SSA/Ro
positivo para determinar la presencia de este antigeno en el sustrato, en un titulo

2 veces superior al titulo de corte ”°.

Ademas, se recomienda procesar paralelamente a las muestras y controles
positivos, un control negativo (considerado como tal un suero en el que no se
distingue un patron de fluorescencia definido) y control de buffer, para descartar

que este ultimo no produzca fluorescencia basal 7 1516,

Idealmente, se deben usar sueros de control definidos de proveedores
comerciales o el Centro para el Control y la Prevenciéon de Enfermedades (CDC),

pero en muchas ocasiones se dificulta el acceso a los mismos 7.

El laboratorio debera mantener una seroteca de muestras para control con titulo
de reactividad minima (1/80), a ser diluidas en 1/40, 1/80, 1/160y 1/320. En cada
procesamiento diario de IFl, se debera procesar el control de titulo bajo y se
considerara valido el ensayo si la variacion interdiaria de titulos es de +/- una
dilucion. Si se observa discordancia en el titulo del mismo, por ejemplo, si una
muestra control con un titulo medio de 1/80 se presenta como negativo, la
técnica debe ser invalidada. Se recomienda que en estos casos se compruebe

primero, si hubo un problema en dicha alicuota almacenada °.
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e) Sueros de referencia

En 1980, la AF en colaboracion con el CDC en Estados Unidos, establecieron un comité de
ANA con la funcion de almacenar y proveer sueros a los investigadores y laboratorios
clinicos de Estados Unidos y otros paises, que sirvieron como estandares primarios de
referencia, para definir patrones de tincion segun su especificidad y para que los
laboratorios establecieran sus propios sueros estandares secundarios. Otro control primario
disponible es el producido por el National Institute for Biological Standards and Control, en
colaboracion con la OMS. Este control tiene la particularidad de estar expresado en
unidades, definido como la actividad presente en 0,186 mg de la preparacion internacional
de referencia que corresponde a 100 Ul. De esta manera, los laboratorios deberian
transformar los resultados de titulos a unidades internacionales y asi disminuiria la

variabilidad interlaboratorio 72 1316,

f) Procedimiento de IFI

Procedimiento " 7 121516

e Agregar los sueros diluidos con buffer PBS a la monocapa de células Hep2.

Incubar en camara humeda 30 minutos a temperatura ambiente (20 a 24°C).

e Realizar 2 lavados con buffer PBS de 5-10 minutos, sumergiéndolos en una
cubeta de lavado.

e Secar rapidamente el espacio entre los pocillos de los diferentes sueros, con la
precaucion de no secar los pocillos.

e Agregar el conjugado fluorescente e incubar en camara humeda por 30 minutos
a temperatura ambiente.

e Realizar 2 lavados con buffer PBS de 5-10 minutos, sumergiéndolos en una

camara de lavado.
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VI.

VII.
VIILI.

XI.
XILI.

Opcional: realizar un ultimo lavado con PBS-Azul de Evans 0,5%, en caso de
que el colorante no se hubiera incorporado previamente a la dilucion del
conjugado.

Secar rapidamente el espacio entre los pocillos de los diferentes sueros, con la
precaucién de no secar los pocillos.

Cubrir los pocillos con liquido de montaje para la observacion microscépica

Recomendaciones técnicas ’:

Para la dilucion de las muestras, de los conjugados y para la realizacién de los
lavados se utiliza buffer fosfato salino (PBS) con un pH de 7.2 (+/-0.2).

Las improntas deben sacarse del envase s6lo inmediatamente antes de la
siembra.

Utilizar puntas adecuadas que se ajusten bien a la pipeta.

Si bien los volumenes de las diluciones de muestras, controles y conjugado a
dispensar en los pocillos no estan bien establecidos, se debe tener la precaucion
de que éstos queden completamente cubiertos con la alicuota, sin tocarlos al
dispensarla, ni derramar fuera del pocillo para evitar la contaminacion cruzada.

Evitar corrientes de aire que puedan secar las improntas.

Al realizar los lavados proceder por lo menos con un lavado rapido con piseta
para retirar el exceso no fijado y dos lavados posteriores de 5-10 minutos
aproximadamente con agitacion suave.

No volcar el buffer directamente sobre la impronta.

No dejar secar las improntas.

Evitar la luz directa sobre las improntas durante las incubaciones.

Verificar el pH del liquido de montaje (recomendado pH: 8 o mayor)

Realizar la lectura microscépica en cuarto oscuro.

Verificar con frecuencia concordancia de lectores por sistema doble ciego.
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g) Microscopio

Debido a la variedad de fuentes de luz y filtros disponibles, la seleccion del microscopio de
fluorescencia es muy importante '’. Las lamparas pueden ser halégenas o de mercurio de
distintas potencias (20, 50 o 100 w) o lamparas halégenas de alta presion o sistemas LED
(diodos emisores de luz). Hoy en dia, los microscopios con lampara LED se utilizan cada
vez con mas frecuencia como fuente de luz. Su brillo constante y vida util larga (mas de
10.000 horas de uso) las convierten en una alternativa mejorada, frente a las lamparas de
mercurio (100 a 300 h de uso segun el tipo y se deben realizar ajustes cuando se cambian
las bombillas) 7 2.

Para asegurarse que la intensidad de la |[ampara de fluorescencia es la adecuada, se
requiere contar con estandares fluorescentes que cubran el mismo espectro de
fluorescencia que se puede obtener en el estudio. Estos estandares fluorescentes son
portaobjetos comerciales que contienen micro esferas fluorescentes pre-calibradas con
distintas intensidades que permiten controlar el comportamiento del microscopio y realizar
una calibracion interna de lectura ™",

La magnificacion recomendada para la observacion de los preparados es de 400X. La
evaluacion microscopica debe tener en cuenta varias mitosis para que se pueda tomar una
decision clara sobre la presencia o ausencia de fluorescencia y permita identificar el patrén
basico 2.

Se recomienda que se realice una visualizacion de las improntas a doble ciego, con

personal capacitado y entrenado en dicha metodologia’.

4. Participacion en Programas de Evaluacion Externa de la Calidad

Hay organizaciones internacionales dedicadas a la estandarizacion de métodos
inmunolégicos de laboratorio clinico y a la armonizacion de resultados de todo el mundo,

como OMS, IUIS, ACR y otros. Estas organizaciones impulsan el desarrollo de programas
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de evaluacion externa de la calidad "'3. En el ambito nacional, la Fundacién Bioquimica

Argentina ha promovido el Programa de Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC). ’

Estos programas permiten '3

e Conocer la desviacion de los resultados de cada laboratorio participante respecto

de los demas y evaluar su exactitud analitica.
e Proveer informacion del desempefio relativo de los distintos equipos disponibles.

e I|dentificar factores asociados al buen o mal desempefio del laboratorio, para aplicar
medidas correctivas.

Se recomienda a los laboratorios clinicos que realizan analisis de ANA por IFI, la adherencia

a programas de evaluacion externa de la calidad de esta determinacién "3

5. Evaluacioén e Interpretacion

Las células HEp-2 contienen un amplio espectro de autoantigenos detectables a través de
patrones de fluorescencia. En primer lugar, la atencion se dirige hacia los patrones
nucleares, pero también se deben informar y especificar los patrones citoplasmaticos y del
aparato mitético cuando sea posible "2,

Los patrones individuales deben especificarse en el informe, con detalles de diferentes
titulos, si corresponde. Los patrones ANA-IFI deben informarse de acuerdo con la
terminologia estandarizada propuesta por ICAP (International Consensus on ANA Patterns) 812,
En el anexo 1 se describen los nombres consensuados de los patrones de
inmunofluorescencia sobre HEp-2, considerando aquellos que deben ser de reconocimiento
obligatorio por el operador. Estos patrones deben informarse de acuerdo con el algoritmo
de clasificacion propuesto por ICAP. En dicho consenso se definieron y resumieron 29

patrones de inmunofluorescencia distintos por IFl en células HEp-2 en tres categorias
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principales, que comprenden 14 patrones nucleares, 9 citoplasmaticos y 5 mitéticos. A cada

patron se les asigné un codigo AC (patron anti-celular) alfanumérico 7.

6. Informe de Resultados

Se propone que se consigne la siguiente informacién: nombre de la determinacion,
método empleado, sustrato utilizado, isotipo de conjugado, valores de referencia y
resultados obtenidos, especificando la fluorescencia nuclear y citoplasmatica,
aclarando titulo/s obtenido/s y patron/es identificado/s, dejando un lugar para
observaciones. La determinacion debe informarse de manera dicotomica (positivo

0 negativo) .

Nombre de la determinacién

Respetando el consenso argentino, se sugiere llamar a la determinacién:
Anticuerpos antinucleocitoplasmaticos, considerando que es el nombre mas
explicativo y adecuado 7. Se considera importante el agregado entre paréntesis de
la aclaracién “FAN/ANA” haciendo referencia a “factor antinuclear” y “anticuerpos
antinucleares” respectivamente, no soélo por ser siglas con las que aun es
identificada la determinaciéon por muchos profesionales, sino también por la

aceptacion en el ambito privado y coberturas de obras sociales.

Patrones de Fluorescencia
El patron negativo se lo clasifica como AC-0 y se coloca al mismo nivel que las

categorias primarias nucleares, citoplasmaticas y mitéticas, para reflejar que la
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primera decision importante en la lectura de HEp-2 IFl es decidir si el ensayo es

negativo o positivo .

e Definiciéon de resultado negativo: un resultado es considerado negativo
cuando no se discrimina un patron fluorescente definido en la dilucidon de

corte.

e Definicion de resultado positivo: un resultado debe ser considerado
positivo cuando se observa una prueba reactiva a dilucién igual o mayor del

titulo de corte, distinguiéndose perfectamente un patrén fluorescente.

La cantidad de patrones observados con la utilizacion de HEp-2 se ha ido
incrementando con los afos, teniendo en cuenta no sélo la tincion nuclear sino
también la citoplasmatica y de diferentes organelas como las mitocondrias, aparato
de Golgi, nucléolos y diferentes estructuras del aparato mitético, tales como huso
mitético, centriolos, etc. Esto requiere de profesionales capacitados y entrenados,
ya que el correcto informe de los diferentes patrones permitira la correspondiente
orientacion en la especificidad antigénica, y la utilizacion de otras técnicas para

demostrarla 21 22. 24, 26.27

En la tabla | se detalla la caracteristica de inmunofluorescencia de los distintos

patrones 4.

Denominacién | Descripcion Fotografias
PATRONES NUCLEARES
Negativo Ausencia de una tinciéon bien definida en cualquiera de las

AC-0 estructuras sub celulares
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Tincion homogénea y regular a travées de todo el
nucleoplasma, los nucléolos pueden o no fluorecer
dependiendo del sustrato celular. Las células en mitosis
(metafase, anafase y teléfase) tienen la cromatina
intensamente fluorescente de manera homogénea.

AA: DNAdc, nucleosomas, histonas.

30

Tincion granular distribuido por todo el nucleo de las células
en interfase, con heterogeneidad en tamano, brillo y
distribucion de los granulos. A lo largo del nucleo en interfase,
hay algunas zonas mas densas y mas débiles de los granulos
(rasgo muy caracteristico). La placa metafasica muestra un
fuerte patrén granular destacandose algunas manchas
gruesas.

AA: DFS70/LEDGF.

Tincién granular grueso discreto dispersos en los nucleos de
las células en interfase y alineados en la masa de la cromatina
en las células mitéticas.

AA: anti-CENP-B

AC-4

Fino

Granulos diminutos finos a través de todo el nucleoplasma. El
nucléolo puede tehirse o no. Las células mitoticas (metafase,
anafase y telofase) tienen la masa de la cromatina no tefida.
AA: anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La.
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Granulos gruesos a través de todo el nucleoplasma. El
Grueso nucléolo puede tefiirse o no. Las células mitéticas (metafase,
AC-5 anafase y telofase) tienen la masa de la cromatina no tefida.
AA: anti-Sm, anti-U1 RNP.
Granulos nucleares discretos contables (6 a 20
Puntos/célula). Conocido también como Multiple Nuclear dots.
Multiples AA: SP-100.
AC-6
Granulos discretos contables (1 a 6 granulos nucleares/célula.
Estas son conocidas como cuerpos de Cajal o cuerpos
Escasos enrollados. Conocido también como Few Nuclear dots.
AC-7 AA: anti-p80-coilina.
Fluorescencia difusa en todo el nucléolo, mientras que la
Homogéneo placa metafasica no muestra tincion.
AC-8 AA: Anti-PM-Scl-, anti Th/To.
Tincion irregular del nucléolo y cuerpos de Cajal, con tincidon
Grumoso peri-cromosomal en las placas metafasicas.
AC-9 AA: anti-fibrilarina.
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Granular
AC-10

Granulos distinguibles densamente distribuidos en los
nucléolos de las células interfasicas. Se puede observar en la
cromatina de las células metafasicas hasta 5 pares brillantes
de regiones organizadoras del nucléolo (NOR, por sus siglas
en inglés). El citoplasma de las células mitéticas usualmente
revela una leve tincién positiva.

AA: Anti-NOR-90, anti-ARN polimerasa I.

Membrana
Nuclear Lisa
AC-11

Tincion homogénea del nucleo con mayor intensidad en la
membrana nuclear externa, sin tincion en las placas de
cromatina de la metafase y anafase. Se puede observar un
peculiar aumento de fluorescencia en los puntos de contacto
entre células adyacentes.

AA: Anti-lamina B.

Membrana
Nuclear
Granular
AC-12

La membrana nuclear revela tincion punteada en células
interfasicas, con peculiar aumento de fluorescencia en los
puntos de contacto entre células adyacentes. No hay tincién
en las placas de cromatina de la metafase y anafase.

AA: Anti-gp210.

Pleomorfico
Parecido
PCNA
AC-13

a

Tincién nucleoplasmica granular pleomorfica, con variabilidad
en el tamafio y brillo de los granulos. Durante la interfase,
algunas células son negativas (fase G1), algunas estan
intensamente tenidas (fase S), y otras presentan granulos
dispersos con ocasional tinciéon nucleolar (fases S tardia y
temprana G2). Las células mitéticas no muestran tincion.

AA: PCNA.

Pleomorfico
Parecido
CENP-F
AC-14

a

Patron nuclear granular con sorprendente variabilidad en
intensidad. La tincién nuclear es negativa o débil en la fase
G1, pero intensa en la fase G2. Los centrédmeros muestran
tincion positiva solamente en la profase y la metafase,
revelando multiples puntos alineados en la placa metafasica.
Células en profase frecuentemente revelan una tincion débil
de la membrana nuclear, mientras que el citoplasma de
células mitdticas revela una tincién difusa débil. Durante la
anafase y la telofase se puede observar una tincion intensa en
el anillo del plano medio que divide las dos células hijas.

AA: CENP-F.
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DNA-
Topoisomera-
sa | similar a
(topo-l)
AC-29 28

El patrén similar a Topo-I incluye la tincién de cinco regiones
sub-celulares:
1) Un moteado fino prominente tipo AC-4, con fluorescencia

nuclear en las células en interfase.

2) Una tincion moteada fina e intensa de la cromatina
condensada en las células en mitosis. Dependiendo de la
dilucién del suero utilizada, la tincion de la cromatina en
mitosis puede parecer homogénea.

3) Fluorescencia intensa de la regién organizadora de los
nucléolos (NOR) asociada en los cromosomas condensados
de las células en mitosis. Esta fluorescencia NOR puede
estar oculta por la tincion brillante de los cromosomas, ya
que los NORs no siempre estan en el mismo plano focal (vea
la figura abajo).

4) Fluorescencia del citoplasma, débil en las células en
interfase (y en mitosis) representando una malla delicada
que se extiende desde el area perinuclear hasta la
membrana plasmatica; en general, durante la titulaciéon de
los sueros, a mayores diluciones se puede observar una
fluorescencia relativamente mas prominente del citoplasma.
5) Fluorescencia nucleolar variable que puede aparecer
como tincién punteada en el nucléolo o tincion perinuclear en
las células en interfase. La tincion del nucléolo no es un dato
universal de este patron.

AA: topoisomerasa |.

PATRONES CITOPLASMATICOS

Lineal
AC-15

Tincion de las fibras del citoesqueleto, que puede observarse
con depdositos granulares pequenos y discontinuos. La tincion
tipica muestra fibras de actina estriadas que abarcan todo el
largo del eje de la célula.

AA: actina, miosina no muscular
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Filamentoso
AC-16

Tincion de microtubulos y filamentos intermedios que se
extienden desde la membrana nuclear.
AA: vimentina, tropomiosina, citoqueratina.

Tincion de pequefos segmentos, cuerpos densos periodicos

Segmentado a lo largo de las fibras.
AC-17 AA: alfa actina, vinculina.
Tincion de los cuerpos GW en el citoplasma de las células en
Discreto interfase con un numero alto en la fase final del ciclo celular
AC-18 SIG2.
AA: GW182, Su/Ago2. No hay evidencia molecular para
sustentar que este patron, esté asociado a objetivos
lisosomales.
Tincién simil homogénea en todo el citoplasma.
fino denso AA: PL-7, PL12, proteina ribosomal P.
AC-19
Se observan pequefios granulos dispersos en el citoplasma,
Fino en su mayoria con fondo homogéneo o granular fino denso.

AC-20

AA: Jo-1/sintetasa del Histidil del ARN.
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Tincion de filamentos granulares gruesos que se extienden a
través del citoplasma.

AA: PDC-E2 / M2, BCOADC-E2, OGDC-E2, subunidad E1a
de PDC, E3BP/proteina X.

Tincion granular discontinua, o como listén granular
perinuclear con distribucion polar en el citoplasma.

AA: Giantina/macrogolgina, golgina-95/GM130, golgina-160,
golgina-97, golgina 245.

Se observan corpusculos con formas de anillos, comas o
bastones en el citoplasma de células en interfase. A veces
puede ser visible también en el nucleo.

AA: IMPDH?2.
PATRONES MITOTICOS
Centrosoma Tincién de centriolos que se observa como 1-2 puntos nitidos
AC-24 en citoplasma o en los polos del huso mitético.

AA: Pericentrina, nineina, Cep250, Cep110.
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Huso Tincién en las fibras del huso entre los polos en células en
Mitético mitosis, junto con una tincion con forma de pequefios conos
AC-25 en los polos. Las fibras del huso pueden tefiirse tanto en

patrones parecidos a NuMA como en algunos no-NuMA. Los
patrones parecidos a NuMA conllevan tinciones moteadas en
el nucleo. En este apartado solo se incluyen patrones no-
NuMA, los patrones NuMA-like se incluyen en el siguiente
grupo. Conocido también como NuMa 2

AA: HsEgb.

Parecido a | Tincion nuclear granular con tincion de fibras del huso

NuMa mitético. Conocido también como NuMa 1

AC-26 AA: NuMa.

Puente Tincion del puente que une a dos células hijas al final de la
intercelular divisién celular, pero antes de que se separen totalmente.
AC-27 AA: Ninguna.

Envoltura Tincion punteada en el borde de los cromosomas de células

Cromosomica | en profase y metafase, sin ninguna tincion en células en
Mitotica interfase.
AC-28 AA: histona H3 modificada, MCA-1.

**Iméagenes obtenidas de ANA PATTERNS™**
AA: asociacion antigénica

Nivel Competente: Naranja

Nivel Especialista: Verde

Puede existir superposicion de patrones nucleares de fluorescencia que se hacen

evidentes al realizar diluciones crecientes del suero. Cada patron de fluorescencia
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debe ser informado con su respectivo titulo. Se sugiere informar como maximo una
dilucion de 1/1280 232%, por lo cual en caso de continuar positivo se debera informar
como “Mayor de 1/1280". También pueden existir patrones mixtos: nucleares-
citoplasmaticos-mitoticos. Se sugiere informar primero el de mayor titulo.

La demostracién de un determinado autoanticuerpo con la correcta interpretacion
de los hallazgos clinicos es muy importante para lograr el diagnostico de diversas
enfermedades, prondstico o respuesta a terapias .

Se debe considerar que un resultado negativo no implica ausencia de enfermedad.
Esto puede observarse en pacientes con Sindrome de Sjogren, polimiositis, artritis
reumatoidea, esclerodermia, lupus eritematoso sistémico, entre otras entidades
autoinmunes que pueden ser negativas para los anticuerpos antinucleares pero
positivas para los anticuerpos Anti-SSA/Ro, Anti-ribosomal P, y Anti-Jo-1 cuando
estos son investigados por metodologias especificas para los mismos. Es
importante entonces que frente a un resultado negativo para ANA, si aun perdura la
sospecha clinica, sugerir la realizacion de otras metodologias como ELISA u otras
antigeno-especificas 2.

Por otro lado, un resultado positivo no siempre implica enfermedad, siendo posible

su hallazgo en individuos sanos - 25 2°,

7. Follow-up tests

Ciertos patrones en IFI indican especificidades de ANA relevantes para la enfermedad y
son una indicacion para el uso de inmunoensayos especificos. Por lo tanto, en un proceso
diagnodstico de multiples etapas, es necesario identificar los autoanticuerpos que

generalmente son responsables de un patrén particular 1920,
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La relevancia clinica de los distintos patrones se establece principalmente dentro del
contexto de los signos y sintomas de la enfermedad. Por ello, para orientar y/o beneficiar el
diagnostico médico pueden incluirse recomendaciones de pruebas especificas de
identificacion del/los autoanticuerpo/s o pruebas complementarias (Sugerencias propuestas
en el Taller “Hacia la Armonizacion del Informe de Anticuerpos anti Nucleares por
Inmunofluorescencia Indirecta”, Il Congreso Bioquimico Cientifico Profesional. 5 al 7 de junio de
2019, Cérdoba).

Se pueden encontrar varias sugerencias en el “Consensus on ANA Patterns (ICAP)
perspective” del afio 2018 8.

No es recomendable agregar asociaciones clinicas a los resultados obtenidos.

& Modelos de informes

Ejemplo 1:

Determinacién Resultado Referencia

Anticuerpos anti-nucleocitoplasmaticos Positivo 0a 16 afios: Positivo Mayor de 1/40
Método: Inmunofluorescencia indirecta en Hep-2 Adultos: Positivo Mayor de 1/80

Conjugado: Anti IgG marcada con FITC

Nuclear Positivo
Patron Granular grueso
Titulo "1/80
Citoplasmatico Positivo
Patron Reticular

Titulo 1/320

Observaciones:

Ejemplo 2:
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Determinacién Resultado Referencia
Anticuerpos anti-nucleocitoplasmaticos Positivo 0 a 16 afios: Positivo Mayor de 1/40

Método: Inmunofluorescencia indirecta en Hep-2
Conjugado: Anti 1gG marcada con FITC

Nuclear

Patron

Titulo
Citoplasmatico
Patrén

Titulo

Observaciones:

Ejemplo 3:

Determinacion

Negativo

Negativo

Adultos: Positivo Mayor de 1/80

Se observa en mitosis un patron NuMa titulo 1/160.

Resultado Referencia

Anticuerpos anti-nucleocitoplasmaticos Positivo 0a 16 afios: Positivo Mayor de 1/40

Método: Inmunofluorescencia indirecta en Hep-2
Conjugado: Anti 1gG marcada con FITC

Nuclear

Patron

Titulo
Citoplasmatico
Patron

Titulo

Observaciones:

Negativo

Positivo
Granular fino denso
1/320

Adultos: Positivo Mayor de 1/80
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9. BIOSEGURIDAD

Al ser el suero una muestra biologica, su manipulacion implica riesgo de transmision de
enfermedades para el operador. Para evitar esto, el operador debe minimizar el riesgo de
contacto de la muestra con la piel y las mucosas, para lo cual se debe utilizar guardapolvo
y guantes, ademas de gafas protectoras en aquellos procedimientos que pueden producir
salpicaduras (como por €j. al centrifugar, agitar, verter, abrir tapas fuertemente ajustadas).
Cualquier derrame de sangre debe descontaminarse adecuadamente con un desinfectante,
como agua lavandina al 10% v/v (o hipoclorito de sodio al 0.5% m/v) recién preparada
(preparar fresca todos los dias). Todos los materiales descartables que hayan estado en
contacto con la sangre deben eliminarse como material patégeno en bolsas rojas aprobadas
para tal fin.

Se debe cumplir con las recomendaciones de manejo de elementos corto-punzantes:
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-No re-enfundar agujas.
-Disponer y utilizar adecuadamente el contenedor para corto-punzantes.
-No transportar jeringas con agujas.

Todas las personas que trabajan con muestras biolégicas deben conocer los riesgos
potenciales y estar capacitadas en las practicas y técnicas requeridas para manipularlas en
forma segura. La persona a cargo del laboratorio es responsable de brindar u organizar la
capacitacion adecuada del personal. Se recomienda el desarrollo o la adopcién de un
manual de operaciones y de bioseguridad que identifique los riesgos que puedan
producirse, y que especifique las practicas y los pasos a seguir en caso de que un operador

se haya expuesto a una situacion de riesgo biolégico.

Anexo 1: Patrones de inmunofluorescencia propuestos por ICAP
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Patrones en HEp-2

TEEEEE EE =2

Nivel competente
Nivel especialista
Placa metafésica cromossomica é positiva

1. Nucleares
a) Homogéneo.
b) Granulares o moteados: Fino Denso, Fino, Grueso, Topo I.
c) Centrémero.
d) Puntos Nucleares Discretos: Multiples o Escasos.
e) Nucleolares: Homogéneos, Grumosos o Granulares.
f) Envoltura Nuclear/Membrana Nuclear: Lisa o Granular.
g) Pleomorfico: parecido a PCNA o parecido a CENP-F.

2. Citoplasmaticos
a) Fibrilares: Linear, Filamentar, Segmentado.
b) Granulares: Discreto, Fino Denso, Fino.
c) Reticular (AMA).
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d) Granular Polar.

e) Bastones y Anillos.

3. Mitoticos

a) Centrosoma.

b

d

REFERENCIAS

) Huso Mitético.
c) Puente intercelular.
)

Envoltura Cromosémica mitética.
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