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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Durante los Gltimos afios el avance tecnoldgico ha permitido desarrollar técnicas que ayudan al diagnéstico
Recibido el 17 de septiembre de 2009 de madltiples enfermedades. En el caso de las enfermedades autoinmunes, las técnicas inmunoldgicas son
Aceptado el 6 de octubre de 2009 de gran ayuda ya que permiten la deteccién de varios autoanticuerpos simultineamente a partir de
On-line el 6 de enero de 2010 volimenes de muestra pequefios. Aunado al desarrollo de las nuevas técnicas, la sensibilidad y
especificidad en la deteccion de las especificidades de los anticuerpos también han ido en aumento, de
Palabras clave: tal manera que el clinico puede contar con pruebas que le permiten hacer los diagnésticos tempranos con
Ensayos inmunoenzimaticos mayor certeza y hacer también el seguimiento del curso de la enfermedad en funcién de la variacion de los
Laboratorio de autoinmunidad anticuerpos presentes en las muestras de los pacientes. Cabe destacar que las nuevas técnicas de
Enfermedades autoinmunes laboratorio que se utilizan para el apoyo en el diagnoéstico de las enfermedades autoinmunes ya no son

exclusivas de laboratorios de investigacion, sino que por su control de calidad, facilidad de estandarizacién
y reproducibilidad pueden usarse en laboratorios clinicos medianos y pequefios. En el presente trabajo se
describen las técnicas de mayor aplicacion en el laboratorio clinico para enfermedades autoinmunes.
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Immunological Techniques that Support the Diagnosis of the Autoimmune
Diseases

ABSTRACT

Keywords: During the past few years technological advance have been allowed the developing of techniques that help
Immunoenzimatic assays to the diagnosis of multiple diseases. In the case_of the autoimmune diseases, immunological techniques
Autoimmunity laboratory are helpful since they al}ow the detection of multiple autoantlboc!les at the same time with sma{l vo'lumes
Autoimmune disease of sample. Togethelj w1§h the qevglppment of the new techmqugs, sensitivity and spec1ﬁc1.ty in the
detection of the antibodies specificities’ also have been increased, in such a way that the clinicians can
count with tests that allow them to make early diagnoses with greater certainty and also to follow the
course of the disease based on the variation of the antibodies presents in the patient’s samples. It is
important to emphasize that the new techniques of laboratory that are used for the support of the
diagnosis of autoimmune diseases, no longer are exclusive for research laboratories but by their facility of
standardization, quality control and reproducibility they can be used in clinical laboratory of medium and
small sizes. In the present paper we describe those techniques with greater application in the clinical
laboratory of autoimmune diseases.

© 2009 Elsevier Espafia, S.L.. All rights reserved.

Introduccion consiste en un gran namero de técnicas que permiten tanto
identificar como confirmar el o los antigeno(s) especificos
reconocidos. Ademas, este tipo de técnicas han evolucionado de
manera importante en las Gltimas décadas, ya que se han
desarrollado pruebas con mayor especificidad y sensibilidad.
Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran: la inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI), el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), el
ensayo miltiple y la electroinmunotransferencia (EIT). Cada una
de ellas presenta diferencias pero conservan el fundamento

Desde la descripcion de Hargraves del fendmeno de las células
LE y su asociacién con el lupus eritematoso generalizado (LEG), el
estudio de los anticuerpos asociados a las enfermedades auto-
inmunes cobr6 gran importancia. Actualmente, el apoyo por el
laboratorio para el diagnéstico de las enfermedades autoinmunes

" Nota: Seccién ac}redltada por el SEAFORMEC cqn 17 créditos. Consultar general que es el reconocimiento de la unién antigeno—anticuerpo,
preguntas de cada articulo en: URL: http://reumatologiaclinica.org.
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Inmunofluorescencia indirecta

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es una de las técnicas
mas utilizadas en los estudios de autoinmunidad debido a su facil
manejo y estandarizacion. Sin embargo, la lectura e interpretacion
requieren de amplia experiencia. La técnica se basa en el
reconocimiento de los anticuerpos que reconocen estructuras
antigénicas celulares nativas. La interaccién se evidencia por
medio de un anticuerpo antiinmunoglobulina humana, producido
en conejo, cabra o cobayo, dirigido contra las fracciones
constantes (Fc) de las inmunoglobulinas IgG, IgA y/o IgM. Este
anticuerpo antiinmunoglobulina humano esta conjugado o aco-
plado a un fluoréforo (generalmente isotiocianato de fluoresceina
[FITC]). Los resultados del reconocimiento de los antigenos por los
autoanticuerpos presentes en el suero, plasma o cualquier otro
liquido, se evaltan en un microscopio de epifluorescencia.
Actualmente, la IFI se utiliza en los estudios de autoinmunidad
para la deteccion de anticuerpos anti-DNA de doble cadena
(DNAcd) o DNA nativo (DNAn) utilizando como sustrato Crithidia
luciliae. Para la detecci6én de anticuerpos que reconocen antigenos
nucleares se utilizan como sustratos lineas celulares epiteliales
humanas como las células HEp-2 o las células HeLa. En el caso de
los anticuerpos contra componentes de los granulos primarios y
especificos de los polimorfonucleares o anticuerpos anticitoplas-
ma de neutréfilos (ANCA), se utilizan neutroéfilos fijados con
etanol y formalina; y para los anticuerpos que reconocen
antigenos o6rgano-especificos, se utilizan como sustratos cortes
de tejidos especificos (v. g. tiroides, es6fago, estomago, glandulas
suprarrenales, glandulas salivales, etc.).

Deteccion de anticuerpos antil-DNAn con Crithidia luciliae como
sustrato

El ensayo se fundamenta en el reconocimiento de los anti-
cuerpos que reaccionan contra el DNAn de la mitocondria gigante
(cinetoplasto) del parasito Crithidia luciliae'. La prueba solo se
considera positiva cuando se tifie el cinetoplasto independiente-
mente de la tincién en el niicleo, debido a que en el niicleo puede
existir reactividad contra otros componentes, 1o que da resultados
falsos positivos. La técnica es altamente especifica, pero poco
sensible, por lo que es conveniente en ciertos casos confirmar los
resultados con otras pruebas mas sensibles como el ELISA.

Anticuerpos antinucleares

La identificacion y cuantificacion de los anticuerpos anti-
nucleares (ANA) no solo incluye antigenos que se localizan en el
nicleo de células HEp-2, sino también antigenos del citoplasma.
La importancia de usar células HEp-2 como sustrato se funda-
menta principalmente en que tienen un nicleo mas grande de lo
normal debido a su gran cantidad de antigenos nucleares (v. g.
mas de 46 cromosomas, mas de 3 nucleolos, abundantes
ribonucleoproteinas, etc.) y citoplasmicos (v. g. mitocondrias,
lisosomas, ribosomas, etc.) lo que permite hacer una facil
deteccion e identificacion de los antigenos reconocidos por los
autoanticuerpos presentes en los sueros de los pacientes con
enfermedades autoinmunes. Ademas, por ser una linea celular
muy activa, se pueden observar todas las fases del ciclo celular en
los cultivos, con lo que se facilita la identificacion de antigenos
presentes solo en las fases de division, como los centréomeros o
aquellos conocidos como proliferating cell nuclear antigens (PCNA)
La deteccion de ANA mediante IFI utilizando como sustrato
células HEp-2 es til como prueba de tamizado inicial, debido a
que los patrones de tincion mas comunes se relacionan con una

Tabla 1
Antigenos reconocidos por los autoanticuerpos que dan los patrones de tincién de
los ANA

Patron Antigeno

Nuclear Homogéneo DNAcd, histonas, Ku
Moteado grueso RNP, Sm, Scl-70, SSB, RNA
Perinuclear DNAcd, DNAcs

Ciclo celular Nucleolar RNA, RNP

Citoplasmico Citoplasmico SSA, Clatrina
Mitocondrial Mitocondriales, fosfolipidos

de la mitocondria
Vimentina, actina, desmina,
etc.

Filamentos intermedios

DNAcd: DNA de cadena doble; DNAcs: DNA de cadena sencilla; RNP: ribonucleo-
proteinas.

Figura 1. Patron cANCA. Los anticuerpos que reconocen las proteinas débilmente
catibnicas proteinasa-3 (PR-3) y proteina catidonica de 57kDa (CAP-57) dan el
patron citoplasmico en neutréfilos fijados con alcohol o acetona.

gran variedad de antigenos (tabla 1); sin embargo, resulta
necesario realizar pruebas mas sensibles y especificas como el
ELISA para identificar el antigeno o antigenos reconocidos por los
autoanticuerpos. También se pueden observar patrones de tincion
especificos para antigenos, como: proteinas de la lamina nuclear,
centriolos, Jo-1 y Scl-70, en cuyos casos el patrén observado es de
gran utilidad para identificar especificamente al antigeno
reconocido, el cual puede ser confirmado mediante ELISA o EIT.

Anticuerpos anticitoplasma del neutrofilo

Para la deteccion de los ANCA, la IFI se utiliza también como
prueba de tamizado inicial, debido a que en ella se observan los 3
patrones de tincion que se relacionan con manifestaciones clinicas
de autoinmunidad. Los patrones son: el citoplasmico o cANCA, el
perinuclear o pANCA y el atipico o XANCA. El patron cANCA se
caracteriza por presentar una tincién citoplasmica en neutroéfilos
fijados con etanol o acetona. Los anticuerpos que dan el patron
cANCA reconocen proteinas débilmente catidnicas o neutras como
la proteinasa-3 (PR-3) y la proteina cationica de 57 kDa (CAP-57),
las cuales se liberan de los granulos especificos por el tratamiento
de las células con alcohol o acetona y se distribuyen de manera
homogénea en el citoplasma de los neutréfilos (fig. 1).

El patron pANCA se observa en neutrdfilos fijados con etanol o
acetona y es perinuclear homogéneo. El patron esta dado por los
anticuerpos que reconocen proteinas fuertemente cationicas
como: mieloperoxidasa (MPO), elastasa y azurocidina, las cuales
cuando son liberadas de los granulos primarios y especificos del
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Figura 2. Patron pANCA. A) Los anticuerpos que reconocen las proteinas
fuertemente cati6nicas mieloperoxidasa (MPO) elastasa y azuricidina dan el
patrén periférico del nticleo en neutroéfilos fijados con alcohol o acetona. B) Estos
mismos anticuerpos cuando se prueban en neutréfilos fijados con formalina dan
un patron citoplasmico.

Figura 3. Patron xANCA o atipico. Los anticuerpos que reconocen las proteinas
catepsina G, lisozima y lactoferrina dan el patron xANCA o atipico en neutréfilos
fijados con alcohol, acetona o formalina.

neutré6filo se reorganizan en la periferia del ntcleo, el cual tiene
carga negativa por el DNA (fig. 2A). El patron pANCA se debe
confirmar en neutroéfilos fijados con formalina. La formalina es un
solvente organico que reduce el efecto de atraccion de las
proteinas catiénicas (MPO, elastasa y azurocidina) hacia el DNA,
con lo que quedan distribuidas en el citoplasma. Los anticuerpos
que las reconocen dan un patrén citoplasmico en la IFI (fig. 2B).

El patron XANCA o atipico es el resultado del reconocimiento
de las proteinas: catepsina G, lisozima y lactoferrina. Dichas
proteinas se liberan de los granulos especificos de los neutroéfilos y
se redistribuyen en la periferia del ntcleo cuando son tratados con
etanol, acetona o formalina. Es importante enfatizar que el efecto
de reacomodo perinuclear de las proteinas mencionadas no se ve
modificado en los neutroéfilos fijados con formalina (fig. 3). Por ser
un patrén perinuclear se puede confundir con el patron pANCA,
por lo que es importante estudiar las muestras de los pacientes
que presentan dicho patrén en neutrofilos fijados con alcohol o
acetona y en neutroéfilos fijados con formalina.

Anticuerpos organo especifico

Mediante IFI se identifica la reactividad de los autoanticuerpos
presentes en las muestras de pacientes con enfermedades auto-
inmunes, los cuales reconocen antigenos especificos de determi-

nados o6rganos. Para caracterizar el o los antigenos especificos
reconocidos por los anticuerpos, es necesario utilizar ELISA que
contienen los antigenos especificos. Para la deteccién de anti-
cuerpos 6rgano especifico, se emplean laminillas que contienen
cortes de tejidos de 6rganos, en su mayoria de primates. Entre
estos cortes se cuentan: glandulas adrenales, musculo cardiaco,
esofago (para identificar anticuerpos antiendomisio), rifién (para
identificar anticuerpos antimembrana basal glomerular) y pan-
creas (para identificar anticuerpos anticélulas de los islotes
pancreaticos).

Ensayo inmunoenzimatico

Como se mencion6 anteriormente, el ELISA es una de las
técnicas mas utilizadas para identificar o confirmar la especifici-
dad de los anticuerpos presentes en las muestras de los pacientes
con enfermedades autoinmunes. Ademas, por su facil estandari-
zacion, manejo y variedad de antigenos disponibles, ha desplaza-
do notablemente a otras técnicas como el radioinmunoensayo
para la deteccion de anticuerpos anti-DNAcd (conocido también
como prueba de Farr), ya que no utiliza radiondclidos, lo que hace
que sea una técnica accesible y de bajo riesgo. Si bien existen
diferentes tipos de ELISA, el mas utilizado en el laboratorio de
diagnoéstico de autoinmunidad es el ELISA indirecto, el cual se
fundamenta en el reconocimiento de los anticuerpos especificos
presentes en las muestras de los pacientes, mediante un anti-
cuerpo dirigido contra la region Fc humana de cualquier isotipo
(IgG, IgA o IgM) e inclusive de cualquier subclase (IgG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4, IgA1 o IgA2). Los anticuerpos anti-Fc estan unidos a
enzimas como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina. Los antigenos
utilizados en las placas de ELISA pueden ser nativos, recombi-
nantes (antigeno completo o epitopo especifico) o sintéticos
(epitopo especifico). Después de permitir la interacciéon de los
anticuerpos de las muestras de los pacientes con el antigeno
pegado a la placa de ELISA, se realizan lavados para eliminar los
anticuerpos inespecificos y se agrega el anticuerpo antiinmuno-
globulina humana unido a enzima, permitiendo la interaccion por
un tiempo determinado. Posteriormente, se adiciona la solucion
que contiene el sustrato-cromogénico especifico de la enzima
(3, 3, 5, 5-Tetrametilbenzidina [TMB] para la peroxidasa o
p-nitrofenilfosfato para la fosfatasa alcalina) el cual cambiara de
color en funcién de la cantidad de anticuerpos conjugados con la
enzima y cuya cantidad depende de los anticuerpos del paciente
que reconocieron al antigeno pegado a la placa. En otras palabras,
la intensidad de coloracion es directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpo del paciente unido al antigeno® (fig. 4).
La técnica puede ser cualitativa si solo se requiere conocer si
existen o no anticuerpos con reactividad por determinado
antigeno o cuantitativa si se requiere conocer la cantidad
de anticuerpos presentes en las muestras, para lo cual el ensayo
debe incluir una curva patrén de reactividad especifica. EI ELISA
tiene como ventaja que no se necesita un equipo sofisticado para
su lectura.

Ensayo luminométrico miiltiple

En los Gltimos afios el ensayo luminométrico multiple (ELM) se
ha vuelto popular, debido a que permite la detecci6n de hasta 100
diferentes autoanticuerpos que reconocen el mismo nimero de
antigenos en una sola determinacion y con un volumen pequefio
de muestra (aproximadamente 50 pL). Estas son las ventajas mas
importantes del ensayo comparado con el ELISA, ya que para
realizar el mismo niimero de determinaciones especificas por
ELISA se requeririan 100 placas y 5 mL de muestra. La técnica es
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una variante del ELISA indirecto, pero la deteccion es distinta: en
el ELISA se utiliza un compuesto cromogénico, en tanto que en el
ELM la deteccidon se realiza por fluorescencia, con lo que la
sensibilidad del ensayo es mayor. El ELM se fundamenta en la
deteccion de anticuerpos que reaccionan contra antigenos
especificos, los cuales recubren esferas que contienen diferentes
proporciones de un fluoré6foro (combinaciones de un fluoruro rojo
y otro infrarrojo). La determinacion de la cantidad de anticuerpo
unido al antigeno se revela por la interaccion de un anticuerpo
anti-inmunoglobulina humana conjugado con biotina. Posterior-
mente, se adiciona un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (PE).
El ensayo se lee en un luminémetro, instrumento que tiene el
mismo principio que el citobmetro de flujo. De manera breve,

Placa cubierta con
el antigeno

1

Incubacién con el suero
del paciente

I

Incubacion con el anticuerpo
de deteccion

gﬁ

e
0

<
<

Adicion del sustrato y deteccion
del cambio de color

3

Figura 4. ELISA. La placa de 96 pozos se recubre con antigenos especifico, los
cuales son reconocidos por los anticuerpos presentes en los sueros de los
pacientes. La union se revela cuando se adiciona un anticuerpo anti-Fc humana
conjugado con una enzima. Al agregar el sustrato de la enzima cambia de color el
medio.

cuando se hacen pasar por un detector de fluorescencia, las
microesferas que contienen los complejos antigeno-anticuerpo-
estreptavidina-PE, el colorante de las microesferas y la PE se
excitan por haces de luz de longitudes de onda de 635 y 488 nm
respectivamente. La luz del laser que pasa por el filtro de longitud
de onda de 635 nm excita al fluoré6foro de la microesfera, lo que
permite la identificacion de los antigenos y el laser que pasa por el
filtro de 488 nm excita a la PE conjugada con estreptavidina,
permitiendo la deteccion de la cantidad de anticuerpo especifico
presente en la muestra del paciente (fig. 5)>“.

Electroinmunotrasferencia

La EIT, junto con el ELISA y el ELM son las técnicas de mayor
sensibilidad y especificidad para la deteccion de anticuerpos
contra antigenos especificos; sin embargo, la EIT tiene la
desventaja de ser cualitativa o semicuantitativa. Se fundamenta
en el reconocimiento de anticuerpos que tienen especificidad por
antigenos que se absorben en una membrana (de nitrocelulosa o
nylon). Los antigenos adsorbidos en la membrana fueron
previamente separados en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS) y transferidos a las membranas. La union de
los anticuerpos a los antigenos especificos se detecta mediante la
adicién de un anticuerpo que reconoce la region Fc de las
inmunoglobulinas humanas, el cual esta acoplado a una enzima
(fosfatasa alcalina o peroxidasa). La union se revela con la adicién
de un sustrato-cromogénico soluble (alfa-naftol/Fast red o NBT/
BCIP [cloruro de azul de tretrasodio/sal de toluidina de 5-bromo-4-
cloro-3-indolfosfato], para cada enzima, respectivamente) el cual se
precipita en el sitio en donde se encuentra el complejo antigeno-
anticuerpo por la acciéon de la enzima. La EIT es una técnica
accesible y de facil interpretacion ya que no requiere de ningln
instrumento para su lectura, pues se hace de forma visual®.

Nanoensayo luminométrico miiltiple

El nanoensayo luminométrico multiple (NALIA) es uno de los
métodos de deteccion miltiple de reciente desarrollo. Permite

Perlas recubiertas con el antigeno *

Incubacion con el suero de pacientes

Laser rojo de lectura
de perlas

Laser verde de lectura
de antigeno

Incubacién con el anticuerpo de
deteccion conjugado con biotina

~ @@
Y
Incubacién con el conjugado g}j—j-ga
estreptavidina-fluoroforo *
g

Figura 5. Ensayo luminométrico mdaltiple. Las microesferas recubiertas con antigenos especificos son reconocidas por los anticuerpos presentes en el suero de pacientes. La
interaccion antigeno-anticuerpo se revela por la formaciéon de un complejo anticuerpo anti-Fc humana-estreptavidina-PE el cual al pasar por el detector del equipo de
luminometria es excitado por un laser que pasa por 2 filtros: uno de 635 nm, que permite discriminar entre perlas y otro de 488 nm, que permite cuantificar la intensidad

media de fluorescencia, es decir, la unién de los anticuerpos del paciente al antigeno.
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1La 6 SM

2 Ro 7 Jo

3 PCNA 8 Scl70

4 dsDNA 9 CENP-B

5U1-anRNP 10 Sm-RNP
+ Blotin-HSA -Buffer

Figura 6. Imagen que muestra una placa del nanoensayo luminométrico multiple
o NALIA (parte superior). En la parte inferior de la imagen se esquematiza un pozo;
como se puede ver cada pozo contiene 10 antigenos y 2 controles por duplicado.
Los antigenos se muestran en la parte inferior derecha de la imagen. Los controles,
localizados en la parte media del pozo son: amortiguador o buffer (control
negativo) y albtimina sérica humana unida a biotina (Biotin-HSA, control positivo
del sistema). McBride, 2008.

identificar la reactividad simultanea contra 10 autoantigenos. Es
una técnica que deriva de la EIT y se fundamenta en el
reconocimiento de autoantigenos adsorbidos en pequefias canti-
dades o puntos, en placas de 96 pozos de ELISA con fondo de
membrana de nitrocelulosa. El complejo antigeno-anticuerpos se
detecta por medio de un segundo anticuerpo que reconoce la
region Fc de las inmunoglobulinas humanas, el cual esta
conjugado con un fluoréforo. La reactividad se mide por medio
de un analizador de imagenes®. La técnica es cualitativa y requiere

de un instrumento lector y de un programa de computadora para
su interpretacion (fig. 6).

Conclusiones

e La IFI es una técnica de tamizado inicial que, de acuerdo a los
sustratos utilizados (células HEp-2, neutrofilos o tejidos)
permite identificar los posibles antigenos reconocidos por los
autoanticuerpos presentes en los sueros de los pacientes con
enfermedades autoinmunes.

e Entre las técnicas inmunoldgicas que apoyan al diagnoéstico de
las enfermedades autoinmunes se cuenta la IFI, el ELISA, la EIT
y los ensayos miltiples (ELM y NALIA).

e El ELISA, la EIT y los ELM son pruebas confirmatorias de la
reactividad de los anticuerpos presentes en las muestras de
pacientes. Su sensibilidad y especificidad son mayores compa-
radas con las pruebas de tamizado inicial.
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