Significado clinico del patron mixto
de anticuerpos (antinucleares
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Aunque se ha investigado extensamente el
significado clinico de los anticuerpos
antinucleares (ANA) y se han reconocido
algunas correlaciones, no esta establecido el
valor diagnostico del patron mixto de ANA 'y
anticitoplasmaticos (ANA + ACA). Nosotros
observamos dicho patron mixto en el suero de
43 pacientes de un total de 7.121 examinados
{0.6%). La combinacién mas comun fue con el
patrén homogéneo de ANA. Las entidades
asociadas al patron mixto son basicamente
las mismas que se asocian con los diferentes
ANA; el Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es
la mas frecuente. Concluimos que ia
informacion obtenida del hallazgo de un
patron combinado ANA + ACA es la misma
que se obtiene con los ANA positivos y que su
presencia en pacientes con LES no caracteriza
a ningun subgrupo de la enfermedad en
particular.

PALABRAS CLAVES
ANTICUERPOS ANTICITOPLASMATICOS
AUTOANTICUERPOS
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INTRODUCCION

s muy comun hallar en las diferentes entida-
des autoinmunes anticuerpos dirigidos contra
distintos constituyentes estructurales de la célula. Al-
gunos anticuerpos contra antigenos nucleares (ANA)
como DNA, Sm, RNP, SS-A, elc., se han asociado
con ciertas entidades (1-4). También se han identifi-
cado anticuerpos anticitoplasmaticos (ACA) dirigidos
contra antigenos ribosomales, mitocondriales, lisos6-
micos, del citoesqueleto y microsomales (5,6). En la
actualidad se considera que la inmunofluorescencia
indirecta es el método mas sencillo y practico para la
busqueda de ambos tipos de anticuerpos (7-12).
Recientemente informamos la ocurrencia de pa-
trones combinados de flourescencia nuclear, (homo-
géneo y nucleolar) en pacientes con LES o esclero-
derma (8). También hemos observado que algunos
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pacientes presentan patrén nuclear y citoplasmatico;
no hay informes sobre las implicaciones de esta
combinacién. En consecuencia, hemos realizado el
presente estudio con el fin de evaluar el significado
clinico del patron mixto (ANA + ACA).

MATERIALES Y METODOS

Los sueros con el patrén mixto ANA + ACA provie-
nen de un total de 7.121 pacientes estudiados por
inmunofluorescencia, en un lapso de 5 afos, para
la busqueda de ANA. Se incluyeron tanto pacien-
tes ambulatorios como hospitalizados en el Hospi-
tal Universitario de Carolina del Norte, afiliado a la
Facultad de Medicina Bowman Gray de la Univer-
sidad Wake Forest. Todos los sueros fueron al-
macenados a -702 C hasta el momento de reali-
zar la prueba. Para establecer su diagnéstico se
revisaron las historias clinicas de los pacientes
con ANA + ACA y las de grupos controles con
ANA+ y con ANA-; se hizo diagnéstico de LES o
de artritis reumatoidea (AR) cuando se llenaron
los criterios establecidos por la Asociaciéon Ame-
ricana de Reumatologia (ARA) para el diagnésti-
co de estas dos entidades (13,14). Otros diag-
nésticos se establecieron con bases clinicas o de
laboratorio.

Con el fin de evitar las discrepancias que a
veces se encuentran con los diferentes sus-
tratos comerciales (15), la prueba se realizé
usando células VERO, cultivadas y fijadas en
nuestro laboratorio bajo condiciones estan-
darizadas (16). Después de incubar los sue-
ros de pacientes y controles con el sustrato,
se lavaron las placas por 15 minutos con
solucién salina fosfatada (PBS), pH 7.4 y
luego se incubaron por 30 minutos con una
mezcla de azul de Evans y anticuerpos anti
IgG humana . De nuevo se lavaron las placas
con solucién salina fosfatada (PBS) por 15 minutos
e inmediatamente se leyeron usando un microsco-
pio NIKON de inmunofluorescencia, con objetivo
400X. Se consideré que la prueba era positiva
cuando se observé fluorescencia a una dilucién
igual o mayor que 1:50 que es el estandar en
nuestro laboratorio (8). Los sueros positivos se
diluyeron hasta 1:800. Utilizamos inmunofluo-
rescencia indirecta para la deteccién de anti-
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cuerpos anti-mitocondriales (AMA) y anti-
musculo liso (ASMA) usando sustrato de rifién de
rata . Los anticuerpos anti-DNA se detectaron
por inmuno-peroxidasa, empleando como sustra-
to Crithidia luciliae  y se leyeron con objetivo
1000X.

Los anticuerpos precipitantes anti-Sm y anti-RNP
se detectaron por doble inmunodifusién (11), usan-
do como antigeno extracto de timo de conejo .
Los anticuerpos anti SS-A (Ro) y SS-B (La) se
detectaron por contrainmunoelectroforesis (18-
20).

La deteccion de factores reumatoideos se hizo por
las pruebas de aglutinacién de latex y de Waaler-
Rose.

Los datos fueron evaluados estadisticamente
usando Chi cuadrado o la prueba T. Las variacio-
nes se muestran como error estandar de la media
(EEM).

RESULTADOS

De enero de 1983 a diciembre de 1987 se recibie-
ron en nuestro laboratorio especializado de reuma-
tologia, 7.121 sueros para estudio de ANA. El
patrén mixto, ANA + ACA se halld en 43 de ellos
(0.6%). De los restantes 7.078 sueros, 1.390
(19.6%) tenian solamente ANA positivo y 97 (1.4%)
exclusivamente patrén anticitoplasmatico. En 77
pacientes se presentaron simultaneamente varios
patrones de ANA. Las muestras restantes fueron
negativas.

Las caracteristicas demograficas de los 43 pa-
cientes con ANA + ACA se compararon con las
de los controles; se utilizaron como tales 43
pacientes con un solo patrén ANA (ANA+) y 43
seronegativos (ANA-). Como se muestra en la
Tabla N2 1, tales caracteristicas fueron similares
en los 3 grupos.

EnlaTablaN?2 se observa que la frecuencia de LES,
ARYy otras entidades en el grupo ANA + ACA es muy
similar a la de los pacientes con s6lo ANA positivo;
lo contrario ocurre en los seronegativos cuya fre-
cuencia de estas entidades es mucho menor.
Enlas Tablas N% 3y 4 se presentan comparaciones
de las caracteristicas clinicas de los pacientes con
LES y AR que tuvieron ANA + ACA y las de los
controles con s6lo ANA+. La ocurrencia de ANA +
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TABLA N2 1
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE PACIENTES CON ANA + ACA Y DE CONTROLES

Ne EDAD SEXO RAZA DURACION ENFERMEDAD
M F N B MESES
ANA+ACA 43 484 £ 25 15 28 14 29 66.7 + 12.9
CONTROLES
ANA + 43 427+ 29 11 32 12 31 746 t 16.2
ANA - 43 487+ 25 15 28 3 40 451 + 63

ACA no tiene relacién aparente con las caracteristi-
cas clinicas de estas enfermedades.

En la Tabla N2 5 se presentan las 6 combinaciones
diferentes de patrones de inmunofiuorescencia; la
mas comin es la homogéneo/citoplasmatico (22 ca-
s0s; 51.2%).

Siete pacientes (16%), con ANA + ACA tenian dife-
rentes patrones hallazgo que es muy sugestivo de
LES; éste se demostrd en 6 de ellos.

DISCUSION
Si bien es cierto que se dispone de suficiente infor-

macién relacionada con el significado de los anti-
cuerpos antinucleares, se ha publicado poco con

respecto a las combinaciones de patrones o a la
presencia simultanea de ANAy ACA. Basados en la
observacion durante 5 afios, hemos encontrado que
las entidades mas comunes en los pacientes con
ANA + ACA son: LES (32.6%), AR (30.2%) y otras
entidades autoinmunes (30.2%). (Tabla N2 2).
Los resultados de los estudios demograficos fue-
ron similares en los pacientes con ANA + ACAy
los controles con sélo ANA positivo; o mismo
ocurrié en relacién con los anticuerpos anti-DNA,
anti-Sm, anti-RNP, ASMA, AMA, anti-SS-A/Ro y
anti SS-/La.

Estos hallazgos indican que la presencia simultanea
de ANA + ACA es marcadora de padecimientos
autoinmunes pero no especifica de ninguno de ellos

TABLAN22
DAGNOSTICOS DE PACIENTES CON ANA + ACA Y DE CONTROLES

LES AR OTRAS OTRAS
AUTOINMUNES NO AUTOINMUNES  TOTAL
ANA + ACA Ne 14 13 13 3 43
% (32.6)  (30.2) (30.2) (6.9) (100.0)
CONTROLES
ANA + Ne 13 10 18 2 43
% (30.2)  (23.3) (41.9) (4.7) (100.0)
ANA - Ne 1 3 4 35 43
% (2.3) (6.9) (9.3) (81.4) (100.0)
TOTAL Ne 28 26 35 40 129
% @1.7) (20.2) (27.1) (31.0) (100.0)

IATREIA/VOL 3/No.1/MARZO/1990



TABLAN23
CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES CON LES CON ANA + ACA Y CONTROLES CON ANA +

N2 EDAD SEXO RAZA DURACION COMPROMISO  INDUCCION  Ne¢DE
ENFERMEDAD RENAL POR DROGAS CRITERIOS
M F N B (meses)
ANA+ACA 14 376149 5 9 6 8 471+ 118 6 2 47 0.4
ANA + 13 328149 5 8 7 6 49.2 £13.2 5 0 49+ 0.3
TABLAN24

CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES CON AR CON ANA + ACA Y CONTROLES CON ANA +

N¢  EDAD SEXO RAZA DURACION LATEX WAALER-ROSE N DE
ENFERMEDAD N2 TITULO N¢  TITULO  CRITERIOS
M F N B (meses)
ANA + ACA 13 534+3 5 8 1 12 842+ 288 12 2353+ 947 6 4187+ 328 541 05
ANA+ 10 4165 1 9 1 9 119.2+ 294 8 11700+ 5246 6 11001+ 808 6.0+ 03
TABLA N25
LES AR OTRAS OTRAS NO

AUTOINMUNES AUTOINMUNES TOTAL

CH 4 8 8 2 22
C/N 1 3 3 0 7
C/M 3 1 2 1 7
ANA + ACA C/HN 4 0 o 0 4
CMH/P 0 1 0 0 1
C/H/N/P 2 0 0 0 2
TOTAL 14 13 13 3 43
H 3 7 10 7 27

N 0 0 1 0 1

M 8 2 3 2 15
TOTAL 11 9 14 9 43

Abreviaciones:
C: Citoplasmatico; H: Homogéneo; N: Nucleolar; P: Periférico; M: Moteado
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TABLA N26

CAMBIOS EN EL PATRON DE INMUNOFLUORESCENCIA AL REPETIR LA PRUEBA EN PACIENTES
CON ANA + ACAY EN CONTROLES CON ANA +

LES AR OTRAS OTRAS NO
AUTOINMUNES AUTOINMUNES TOTAL

ANA + ACA
NUMERO 14 13 3 43
CAMBIO PATRON 7 1 0 8*
ANA +
NUMERO 11 9 9 43
CAMBIO PATRON 1 0 0 2"
*P <0.005

en particular; proporciona igual informacién que los
ANA o los ACA aislados.

La positividad de ACA en la poblacion normal es
1-10% (22,23); se encuentran aproximadamente en
63% de los pacientes con lupus eritematoso cutaneo
subagudo (24) y ocasionalmente en otras entidades
como el rechazo de injerto renal (25) y el melanoma
maligno (26).

Recientemente informamos que pacientes con ACA
positivo tenfan entidades reumatoldgicas similares a
los con ANA positivo. (8).

EI LES, como prototipo de enfermedad autoinmune,
produce una amplia gama de anticuerpos que reac-
cionan con componentes nucleares y citoplasmati-
cos (1-3,25,27,28); los diferentes patrones observa-
dos en la inmunofluorescencia resultan de
combinaciones de anticuerpos con distintas especi-
ficidades (7,12,29,30). Se acepta que la presencia
de varios autoanticuerpos es mas sugestiva del diag-
noéstico de LES (31,32).

En nuestro estudio, 8 de los 43 pacientes con ANA
+ ACA mostraron cambios en el patron de inmuno-
fluorescencia cuando se repitié la prueba; ello sugie-
re que el patrén mixto puede ser producido por
anticuerpos que son detectados transitoriamente
(Tabla N2 6).

Con los diferentes sustratos se conocen 4 patrones
de ACA: anti-mitocondrial, anti-musculo liso, riboso-
mal y microsomal (7). Sin embargo, su significado
clinico no esta suficientemente establecido (8,33).
En consecuencia se puede concluir que el marcador
ANA + ACA no es especifico de ninguna entidad en
particular y quizas tiene igual significado que los ANA
positivos. Sin embargo, otros estudios de estos pa-
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trones combinados podrian indicar diferencias en los
pacientes con entidades autoinmunes, principalmen-
te en relacién con Ia etiologia, la patogénesis o la
actividad de la enfermedad.

SUMMARY

CLINICAL SIGNIFICANCE OF MIXED
ANTI-NUCLEAR AND ANTI-CYTOPLASMIC
ANTIBODY PATTERN

To date, the clinical significance of combined
anti-nuclear (ANA) and anti-cytoplasmic
(ACA) indirect immunofluorescent staining
has not been comprehensively studied. ANA
+ ACA staining was observed in 43 (0.6%) out
of 7.121 consecutive sera during ANA
screening for immunologic disorders in a
referral hospital; both inpatient and
outpatient population were inciuded.
Homogeneous ANA + cytoplasmic was by far
the most common staining pattern among 6
different fluorescent combinations detected.
Disease distribution was similar in groups of
patients with ANA + ACA and in those with
only ANA +. We conclude that information
provided by mixed antibody pattern is similar
to the one obtained with the sole presence of
ANA; also that the presence of the mixed
pattern does not characterize any pamcular
subgroup of LES patiens.
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