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Resumen

La inmunofluorescencia es una técnica utilizada
para estudios de autoinmunidad. La técnica se basa
en la identificacion de los anticuerpos que
reconocen estructuras antigénicas celulares
nativas. Esta interaccién se pone en evidencia con
anticuerpos antiinmunoglobulina humana, ya sea
de conejo, cabra o cobayo, que van dirigidos contra
las fracciones constantes de las inmunoglobulinas
IgG, IgA  y/o IgM. Estos anticuerpos
antiinmunoglobulina humana estan conjugados
con un fluoréforo como el isotiocianato de
fluoresceina. Los resultados del reconocimiento de
los antigenos por los autoanticuerpos presentes en
el suero, plasma o cualquier otro liquido, se
evaluan en un microscopio de fluorescencia.
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Abstract

Immunofluorescence is a technique used for
autoimmunity studies. It is based on the recognition
of antibodies that recognize native cellular antigenic
structures.  This interaction is evidenced with
human anti-immunoglobulin  antibodies, either
rabbit, goat or guinea pig, which are directed
against the constant fractions of 1gG, IgA and/or
IgM  immunoglobulins.  This  human  anti-
immunoglobulin antibody is conjugated with a
fluorophore such as fluorescein isothiocyanate. The
results of the recognition of antigens by
autoantibodies present in serum, plasma or any
other liquid, are evaluated under a fluorescence
microscope.

Keywords: HEp-2, Indirect Immunofluorescence,
antinuclear antibodies

Introduccion

En 1948, Malcolm Hargraves, Robert Morton y
Helen Richmond fueron los primeros en describir las

células LE en pacientes con lupus eritematoso
sistemico (LES). Afios después se demostré que,
para diagnosticar LES, las células LE tenian baja
sensibilidad por que se podian encontrar en
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pacientes con miastenia gravis, hepatitis cronica
activa, y cirrosis hepética, entre otras. Holman en
1959 demostré que el fenémeno de células LE,
ocurria por la presencia de anticuerpos dirigidos a
antigenos nucleares. Estos se identifican mediante
técnicas como la inmunodifusion, hemoaglutinacion,
fijacion de complemento y microcopia empleando
anticuerpos conjugados con moléculas fluorescentes.
La técnica de anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia fue desarrollada en 1950 por
Coons AH y Kaplan MH y modificada por Tan EM,
y Kunkel HG en 1966, utiliza como sustrato cortes
de higado y rifion de ratdn, estandarizada afios mas
tarde. La Inmunofluorescencia indirecta demostré
tener una alta sensibilidad y especificidad para el
diagnostico de enfermedades reumaticas vy
autoinmunes.

Las enfermedades autoinmunes reconocen
componentes celulares autélogos, nucleares y
citoplasméticos. La concentracion de anticuerpos
antinucleares (titulos > 1:80) esta elevado en estas
enfermedades, caracterizadas por dafio intrinseco del
sistema inmunoldgico, con perdida de la tolerancia
inmune, con respuesta alterada frente a moléculas
propias y con dafio tisular por lapsos de tiempo
variables. La etiologia es poco conocida, aunque se
han reportado diferentes anormalidades en la
patogénesis del LES, cémo anormalidades en la
funcion mitocondrial, el metabolismo de lipidos, la
sefializacion de mTOR, predisposicion genética
heredada, procesos epigenéticos y desregulacion de
RNAs no codificantes (ncCRNAs). También est4
involucrada la presencia de genes del sistema de
histocompatibilidad, debido a que estos genes
pueden influir en la seleccion de linfocitos
autorreactivos y la aparicion de la auto tolerancia.

Para la  determinacion de  anticuerpos
antinucleares, ademas, se han empleado técnicas
como el radioinmunoanalisis, el inmunoensayo
enzimatico, y el Western blot. Actualmente la
prueba de referencia es la inmunofluorescencia
indirecta, utilizando sustratos de lineas celulares
HEp-2 y HelLa. Junto con los anticuerpos anti-
dsDNA, son parte de los criterios diagndsticos de
agrupaciones cémo la Asociacion Americana de
Reumatologia, para enfermedades autoinmunes, por
su alta sensibilidad.

En la actualidad, los sustratos celulares se han
modificado genéticamente, generando nuevas
lineas, como Hep-2000, que permiten la
identificacion del antigegno Ro de manera
simultanea. Ademas, se ha generado métodos cémo

Colorzyme que permite ver este tipo de técnica con
microscopios convencionales de luz.

Fundamento de la técnica

Para la identificacion de los anticuerpos
antinucleares (ANA) por inmunofluorescencia, se
emplea una técnica indirecta mediante anticuerpos
fluorescentes.

Los anticuerpos antinucleares del suero de los
pacientes se van a unir a los antigenos
correspondientes presentes en las células de cultivo
neoplasicas  inmortalizadas HEp-2  (Human
Epidermoid Cancer Cells) (1). Una vez unidos,
después de un lavado, se incuban con anticuerpos
contra las inmunoglobulinas humanas conjugadas
con fluoresceina, se lavan las proteinas no unidas y
se visualizan por microscopia de fluorescencia (2).
El método, estd disefiado para detectar la presencia
de ANA en suero humano o de animales, como el
perro. Aqui vamos a describir la técnica suponiendo
gue se esta investigando LES en un humano, pero es
lo mismo para el LES del perro. El ensayo utiliza
como sustrato, lineas de cultivo celular y anti-
inmunoglobulina humana de cabra ajustada para un
uso Optimo y libre de tincién no especifica, de
fondo.

La reaccion sucede en dos pasos:

1. La incubacion de la muestra, se aplica suero
diluido a las células de linea Hep-2, fijadas.
Todos los ANA presentes en la muestra a
evaluar, se pueden unir al sustrato celular y
formar un complejo antigeno-anticuerpo. Otros
componentes del suero que no son especificos a
los antigenos presentes en la linea celular, se
eliminaran posteriormente mediante lavado.

2. El siguiente paso, es la incubacion del
conjugado. Para ello, la anti-inmunoglobulina
humana es marcada con isotiocianato de
fluoresceina (Anti-lIgG-FITC). En esta etapa, el
Anti-lIgG-FITC interaccionard con los ANAs, si
estdn presentes. Esto formara un complejo
antigeno-anticuerpo-conjugado. El exceso de
conjugado se eliminard posteriormente mediante
lavado. Los resultados del ensayo se pueden
visualizar utilizando un  microscopio de
fluorescencia debidamente equipado. Toda
reaccién positiva aparecerd como una tincion
fluorescente de color verde manzana dentro de la
célula, con distintos patrones de tincidn
caracteristicos y particulares por la distribucion
del antigeno nuclear en las células. Si la muestra
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no tiene un ANA especifico, no habra una
tincion nuclear manifiesta en las células.

Aplicaciones

La inmunofluorescencia indirecta se aplica para
la deteccion de anticuerpos antinucleares en suero de
pacientes con alguna patologia inmunoldgica como
el LES, LES inducido por farmacos, y enfermedades
del tejido conectivo (3). La técnica original descrita
por Coons y Kaplan ha sufrido adaptaciones. En la
actualidad se emplean diferentes fuentes de material
nuclear como sustrato, como, cultivo celular de
tejido embrionario de animal o humano, pero adn
son muy empleados los sustratos de higado y rifidn
de raton, dependiendo de los anticuerpos que se

estén investigando. Se puede llegar a detectar
positividad cuando hay presencia de diferentes
anticuerpos, como a centromero, CREST (calcinosis,
fendmeno de Raynaud, alteraciones de la motilidad
esofagica, esclerodactilia y telangiectasias),
esclerosis sistémica progresiva (4). El resultado de la
inmunofluorescencia se reporta por medio de
patrones en nucleo, nucleolo, citoplasma y aparato
mitético (5-7). A la distribucion de la fluorescencia,
se le denomina patrén. Este se asocia a un
determinado anticuerpo 'y a una diferente
enfermedad (Tabla 1). Los anticuerpos que nos
interesa estudiar se muestran en la Tabla 2. En
particular en LES, los patrones que con mas
frecuencia se encuentran son AC-1, AC-4 y AC-5
(Tabla 3).

Tabla 1. Relacion del tipo de patrén en ANA por IF y diferentes enfermedades

Enfermedad

Moteado Homogéneo Anillo

LES X X X
LIF X
Hepatitis crénica
. X
activa
Sindromes de
superposicion
Esclerosis
sistémica
progresiva
EMTC
Esclerodermia
Dermatomiositis
CREST
Sindrome de
Sjogren
Fenémeno de
Raynaud
Cirrosis biliar
primaria
Esclerosis
sistémica
progresiva

XX X X

Periférico

Patrén ANA IF

Nucleolar
X

Centromérico Mitocondrial Centriolar

X

LES: Lupus eritematoso sistémico; LIF: Lupus inducido por farmacos; EMTC: Enfermedad mixta del tejido conectivo; CREST:
Calcinosis, Fendémeno de Raynaud, esofagitis, esclerodactilia y telangiectasia. (8).

Tabla 2. Frecuencia de anticuerpos antinucleares especificos en diferentes enfermedades.

Anticuerpo Enfermedad
Anti-Jo-1 Miositis
Anti-Sm LES

EMTC
Anti-RNP LES
Overlaping
LES
Anti-SSA/Ro Sindrome de Sjogren
Overlaping
LES
Anti-SSB/La Sindrome de Sjogren
Overlaping
Anti-Scl-70 Esclerosis sistémica

*Altamente especifico

Frecuencia
25-44%
30%*
100%*
>40%
19%
15%
30-40%
19%
15 %
60-70%
19%
20-28%*

Sindrome de superposicion (Overlaping), puede tener diferentes presentaciones, vgr: lupus eritematoso sistémico asociado a sindrome de

Sjogren, y/o a hepatitis autoinmune-cirrosis biliar primaria.
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Tabla 3. Patrones de ANA por IF, frecuentemente encontrados en LES [9].

Patron

Nuclear homogéneo
Nuclear moteado fino
Nuclear moteado grueso
Centrémero
Citoplasmatico reticular
Fibras del huso mitético
Multiples

Caracteristicas de los patrones de ANA mas
frecuentes detectados mediante IF

Existen diferentes patrones de ANA detectados
por IF en células HEp-2 de sueros de pacientes con
enfermedades  autoinmunes (Tabla 4). A
continuacion, se describen los mas frecuentes (10-
12):

« Patron homogéneo. Se observa una tincion
homogénea en el nucleo, donde la intensidad de
la coloracion es dependiente de la concentracion
de los anticuerpos presentes en el suero. Ademas,
en aquellas células en division se distingue una
tincién compacta, delineada o difusa de la placa
de cromatina, con tincién o no de nucleolos.

e Patréon periférico. Se distingue una tincién
regular alrededor del ndcleo y una menor tincién
en el centro, mientras que la placa de la
cromatina muestra una tincion delineada o
compacta.

« Patron moteado. Son los mas comunes, y pueden
ser finos o gruesos. El patron moteado grueso
presenta la tincion en el ndcleo con granulos
finos o gruesos, los nucleolos estan tefiidos, pero
no existe tincion de los componentes de la
cromatina. En el patrén moteado fino
observamos tincién del nicleo con granulos finos
0 gruesos, pero a diferencia de los patrones
moteados grueso, los nucleolos no se tifien y
tampoco se tifie la placa de la cromatina.

« Patrén centromérico. Se pueden observar los
nucleos tefiidos con puntos finos distribuidos
homogéneamente en el nucleoplasma de las
células durante la replicacion del ADN
(interfase). También se distingue un punteado
fino sobre la placa de cromatina.

Frecuencia
AC-1 29.3%
AC-4 28.6%
AC-5 147%
AC-3 1.2%
AC-211.2%
AC-251.2%
21.2%

+ Patron nucleolar. Se puede observar una tincion
intensa de los nucleolos con una tincidn difusa en
la placa de la cromatina generada por la
reactividad cruzada de los anticuerpos dirigidos
contra los RNA nucleolares con el ADN de la
cromatina.

» Patrén de la ldmina nuclear o laminar. Se puede
distinguir una tincion intensa que rodea el
ndcleo, pero sin invadir el citoplasma, ademas
hay ausencia de tincién en la placa de la
cromatina en las células en division.

+ Patron centriolar. Se observa una tincion intensa
de los centriolos de células en division, se puede
diferenciar la fase G2 mediante la presencia de
puntos cercanos 0 muy proximos, mientras que
en la metafase se observan puntos en los polos de
la célula. Ademas, cuando la tincion de
centriolos es positiva se distinguen los filamentos
del huso acromatico y las células en interfase
mediante un patron moteado fino, denominado
NuMA-1 (nuclear mitotic apparatus). En caso de
observar una tincion de los centriolos y del huso
mitdtico pero sin tincion del nucleoplasma en
células en interfase, se denomina NUMA-2

También mediante IF podemos diferenciar
patrones citoplasmicos de células HEp-2, los
encontrados mas frecuentemente incluyen la tincién
homogénea que cubre todo el citoplasma,
denominado patrén citoplasmatico v, la tincién que
se caracteriza por la presencia de hileras punteadas
gue rodean al ndcleo, se extienden hacia el
citoplasma, pero sin cubrirlo por completo, es decir
el patrén mitocondrial. Ademas, se puede observar
el reconocimiento de los componentes del
citoesqueleto  (microtdbulos, microfilamentos y
filamentos intermedios) mediante una tincion en
forma de hilos que corresponde al patron de
filamentos intermedios o de musculo liso.
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Tabla 4. Nomenclatura de patrones en Hep-2

Patrones en Hep-2

Negativo
Homogéneo
Topo |
Granular fino denso
Centrémero

Granular

Puntos discretos nucleares

Nucleares
Nucleolares

Envoltura
nuclear/membrana nuclear

Pleomorfico

Fibrilares

Citoplasmaticos Granulares
Reticular AMM
Granular polar
Bastones y anillos
Centrosoma
Huso mitdtico AC-25

Mitéticos Puente intercelular
Envoltura cromésomica
mitética
Aproximadamente, el 90% de los ANA

detectados en las células HEp-2 presentan por lo
menos 2 patrones diferentes nucleares y/o
citoplasmicos.

Reactivos

Cuando se emplean reactivos comerciales (Kits),
éstos contienen la cantidad suficiente para realizar el
nimero de pruebas indicado en la etiqueta del
envase. El conjugado y los controles contienen una
combinacién de un biocida, cémo Proclin (0,05%
viv) 'y azida sodico (<0,1% p/v) como
conservadores.

- Portaobjetos con sustrato de HEp-2 para ANA:
portaobjetos de 12 pocillos con secante
absorbente y bolsa desecante.

- Conjugado: Anti-inmunoglobulina humana de
cabra marcada con isotiocianato de fluoresceina

Placa metafésica
cromosémica
AC-0
AC-1
AC-29
AC-2
AC-3
Granular fino AC-4
Granular grueso/grande AC-5

Granulos nucleares maltiples AC-6

+ 4+ + +

Granulos nucleares escasos AC-7
Nucleolar homogéneo AC-8 -
Grumoso AC-9
Granular AC-10

Membrana nuclear lisa AC-11

Membrana nuclear granular AC-12

Parecido a PCNA AC-13 -
Parecido a CENP-F AC-14 +
Fibrilar linear AC-15
Fibrilar filamentar AC-16 -
Fibrilar segmentado AC-17
Granular discreto AC-18
Granular fino denso AC-19 -
Granular fino AC-20
AC-21 -
AC-22 -
AC-23 -
AC-24 -
Parecido a NuMA AC-26 -
AC-27 -

AC-28 +

(FITC). Contiene tampon de fosfato con
alblmina de suero bovino (BSA) y contra
tincién, habitualmente es Azul Evans, pero se
pueden emplear otros colorantes, dependiendo
del conjugado, cémo rojo Congo, naranja flazo, 6
eriocromo negro. Un frasco con tapa, color
ambar.

- Control positivo (suero humano): Producira una
tincion del nicleo celular positiva, homogénea,
de color verde manzana. Un vial de 0,5mL, de
tapa roja.

- Control negativo (suero humano): No producira
una tincién nuclear detectable. Un vial de 0,5mL,
de tapa verde.

- Diluyente: Dos frascos de 30 mL, de tapon
verde, que contienen solucion salina tamponada
con fosfato.
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Soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS,
contiene 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM
Na2HPO4, y 2 mM KH2PO4): pH 7,2 £ 0,2.
Para preparar el PBS, vacie el contenido de la
bolsa de PBS en un litro de agua destilada o
desionizada. Mezcle hasta que todas las sales se
hayan disuelto por completo. Cuatro paquetes,
cantidad suficiente para preparar 4 litros. Se
puede tapar y conservar a 2-25°C durante
maximo 4 semanas.

Medio de montaje (Glicerol tamponado): Dos
viales con punta de gotero de 3.0 mL, de tapa
blanca.

Material adicional

e Pipetas Pasteur, serolégicas
capilares o0 automaéticas.

e Puntas de pipetas descartables.

e Tubos de ensayo pequefios, de 13 x 100 mm
o similares.

e Gradillas para tubos de ensayo.

Placa de tincion ideal para lavar los

portaobjetos entre pasos de incubacion.

Cubreobjetos, de 24 x 60 mm, grosor N.° 1.

Agua destilada o desionizada.

Microscopio de fluorescencia.

Bureta graduada de 1 litro.

Cronémetro de laboratorio.

Lavabo de eliminacidn y desinfectante (10 %

de lejia doméstica - 0,5 % de hipoclorito de

sodio).

pequerias,

Procedimiento

1.

Sacar los  portaobjetos del lugar de
almacenamiento refrigerado y deje que se
atemperen hasta alcanzar temperatura ambiente
(20 - 25 °C).

Abrir el sobre protector y saque los portaobjetos.
Sin aplicar presion sobre los lados planos del
sobre protector.

Identificar cada pocillo con el suero del paciente
y los controles adecuados.

Preparar una dilucién 1:40 (10 pL de suero + 390
pL de diluyente o PBS), 1:80, 1:160, 1:320, etc
de cada suero de paciente. El diluyente sufrira un
cambio de color, lo cual confirma que la muestra
se ha combinado con el diluyente. Opciones de
dilucién:

a) Se pueden preparar diluciones de muestra
inicial utilizando diluyente.

b) Se puede titular el control positivo hasta el
punto final para que sirva como un control
semicuantitativo (1+ minimamente reactivo).
En tales casos, el control debe diluirse dos
veces en diluyente o PBS. Se puede
establecer una diluciéon de punto final e
imprimir en el vial del control positivo (+ una
dilucién).

¢) Cuando se titulan las muestras de pacientes,
las diluciones iniciales deben prepararse en
diluyente o PBS y todas las diluciones
subsiguientes deben prepararse en diluyente o
PBS exclusivamente.

. Con un dispensador adecuado, poner de 20 a 40

puL de cada control y cada suero de paciente
diluido en los pocillos correspondientes.

Incubar los portaobjetos a temperatura ambiente

(20 - 25° C) durante 20 - 30 minutos.

. Enjuagar con delicadeza los portaobjetos con

PBS. No dirigir un chorro de PBS hacia el
interior de los pocillos de prueba.

Lavar los portaobjetos durante 2 intervalos de 5
minutos, cambiando el PBS entre lavados. Los
portaobjetos pueden dejarse en remojo durante
cada lavado por hasta cinco minutos.

NOTA: Si se utilizan lavadoras automaticas,
programar la lavadora para lavar cada pocillo
tres veces con un remojo de cero a cinco
minutos. Una vez utilizada, tire la solucion de
lavado PBS. Si fuera necesario, se puede usar
una contratincion opcional, para ello se debe
afiadir de 5-10 gotas de azul de Evan al 0,5% por
100 mL de PBS antes de sumergir el
portaobjetos. Dado que el grado de contratincion
deseado puede variar de unos individuos a otros,
se puede aumentar o reducir la intensidad de la
contra tincién simplemente ajustando el nimero
de gotas que se afiaden al PBS en este lavado.

. Sacar los portaobjetos del PBS uno a uno.

Invierta el portaobjeto y los pocillos clave sobre
los orificios de los secantes provistos. Seque el
portaobjeto pasando un pafio absorbente por la
parte posterior.

Precaucion: Coloque el secante y el portaobjeto
sobre una superficie dura y plana. El secado
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sobre toallas de papel puede destruir la matriz del
portaobjeto. No permita que los portaobjetos se
sequen durante el procedimiento de prueba.

10. Agregar de 20 a 40 uL de conjugado en cada
pocillo, hasta que lo cubra completamente y
ponerlo inmediatamente en la camara de
incubacion.

11. Repetir los pasos 6 a 8.

12. Aplicar de 3 a 5 gotas de medio de montaje a
cada portaobjeto, cubriendo con cuidado y
evitando que se formen burbujas de aire,
haciendo bajar suavemente el cubreobjetos de un
lado del portaobjetos al otro.

El medio de montaje se debe agregar dos horas
después de completar el dltimo ciclo de lavado.

13. Examine los portaobjetos inmediatamente con un
microscopio de fluorescencia adecuado.

Si no es posible wver los portaobjetos
inmediatamente, estos pueden guardarse por un
periodo de hasta 48 horas a una temperatura de
entre 2y 8° C.

Limitaciones de la técnica

- Es una herramienta para el diagnostico de
laboratorio, pero no es en la Unica prueba
diagndstica, se puede realizar determinacion de
Anticuerpos anti-Smith, anti-centromero, anti-Jo1,
anti-SSa, anti-SSb por inmunoensayo enzimatico o
electroinmunotransferencia  (Western blot). La
prevalencia de ANA positivo en la poblacion sana
en titulos bajos (1:40) puede llegar al 32%, sin tener
algin valor patoldgico. Por lo tanto, es imperativo
gue los resultados sean interpretados por un
especialista que evalGe la condicion clinica del
paciente.

- En los pacientes con Lupus eritematoso sistémico
en tratamiento previo con esteroides, este estudio
puede dar resultados negativos.

- Existen farmacos, que dan resultados falsos
positivos, cémo: procainamida, hidralazina,
penicilaminay clorpromazina.

- Un patrén de autoanticuerpos puede presentar una
fluorescencia muy fuerte y no permitir ver algun
otro tipo de patrén presente en el mismo paciente.
Para ello es necesario que se realicen titulaciones de
la muestra.

- Se puede observar ANAS en un pequefio porcentaje
de pacientes con enfermedades infecciosas y/o
neoplésicas. Los diferentes problemas técnicos se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Posibles problemas en la técnica

Paso Problema Posible razén
Dafio al sustrato de antigeno Si la punta del cuentagotas
4,5 de la laminilla toca directamente la

superficie del portaobjetos
Utilizar la jeringa

Contaminacion cruzada de

7 8 directamente sobre los
los portaobjetos .
pocillos
10 Dafio del sustrato Secado del porta(_)bj_etos
durante el procedimiento
Fluorescencia de fondo sea
. e_Ieva_dg ceibie Poner demasiado medio
diseminacion de la luz, o que oy
10 de preparacion puede

la resolucion de las células
no sea clara (imagen
borrosa).

Laminilla seca al momento
13 de la revision al microscopio
de fluorescencia

afectar la fluorescencia

Examinar las laminillas
después de mas de 48hr

Solucién

No tocar con el cuentagotas la superficie del
sustrato

Dirija el chorro de PBS a la linea media del
portaobjetos, inclinando primero la fila superior
de pocillos y luego la superior
Mantener en la cdmara de incubacién y poner
inmediatamente el conjugado (menos de 15
segundos)

Se puede retirar del portaobjetos secando
suavemente el cubreobjetos con papel secante o
para lentes, evitando cualquier movimiento
directo del cubreobjetos.

Si no se van a revisar antes de las 48h de
terminado el proceso, se debe sellar el
cubreobjetos con esmalte de ufias transparente y
almacene en un refrigerador.
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Esquema del procedimiento

2 3

«
20-40 pL del control y
N dilucion del suero

>

Dilucién
1:40 con el suero del
paciente

Control sin diluir

7

s 3A4gotasde
medio de
montaje

Interpretacion ANA Hep-2 IF

Patrén AC-4

Se asocia con los antigenos: hnRNP, U1RNP,
Sm, SS-A/Ro (Ro60), SS-B/La, RNA polimerasa
I, Mi-2, Ku.

Patologias asociadas: Enfermedad mixta del
tejido conectivo (MCTD), Lupus eritematoso
sisttmico (SLE), sindrome de Sjogren (SjS),
Dermatomiositis (DM), Overlaping Esclerosis
sistémica/Polimiositis (SSc/PM Overlaping)
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