Uso del sustrato Hep2000 en la deteccion de
anticuerpos antinucleares. Estudio preliminar
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Resumen

Los anticuerpos anti-Ro son hallados frecuentemente en pacientes
con sindrome de Sjogren y lupus eritematoso sistémico y se aso-
cian al fendmeno de fotosensiblidad, al eritema en la piel conocido
como lupus cutaneo subagudo, vasculitis cutanea, enfermedad pul-
monar intersticial y lupus neonatal.

Para su deteccion se usa como screening la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta sobre sustrato Hep-2 y se confirma usualmente
por técnicas de contrainmunoelectroforesis, doble difusion bidi-
mensional, enzimoinmunoanalisis e inmunoblotting.

La reciente aparicion del sustrato Hep2000, caracterizado por la
sobreexpresion del antigeno Ro de 60 KDa, permitiria su identifica-
cion por inmunofluorescencia indirecta mediante la observacion de
un patron distintivo.

En nuestro estudio observamos que la sensibilidad y especificidad
en la deteccion de anticuerpos antinucleares por IFl en sustrato
Hep-2 y Hep2000 es similar. El analisis de la presencia de a-Ro sé-
rico en pacientes con enfermedades reumaticas sistémicas a través
de su deteccion por IFI en Hep2000 (patron distintivo), compara-
do con doble difusion bidimensional y enzimoinmunoanalisis, nos
permite concluir que el sustrato Hep2000 seria Util para sugerir la
presencia de anti-Ro pero no para confirmarla.
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Summary

Anti-Ro antibodies are frequently found in patients with Sjogren
syndrome and systemic erythematosus lupus and they are associ-
ated to photosensitivity, skin erythema known as subacute cutane-
ous lupus, cutaneous vasculitis, interstitial pulmonary disease and
neonatal lupus.

An indirect immunofluorescence (IIF) technique onto Hep-2 sub-
strate is used as a screening for the detection of anti-Ro antibodies
and counterimmunofluorescence techniques, bidimensional double
diffusion, enzymoimmunoanalysis and immunoblotting are usually
used to confirm its presence.

The recent development of the Hep2000 substrate, characterized by
the overexpression of the 60 kDa Ro antigen, would allow its iden-
tification by indirect immunofluorescence through the observation
of a distinctive pattern.

In our study, we observed that the sensitivity and specificity in the
detection of antinuclear antibodies by IIF onto Hep-2 and Hep2000
substrates are similar. From the analysis of the presence of serum
anti-Ro in patients with systemic rheumatic diseases through its
detection by IIF onto Hep2000 (distinctive pattern), compared to bi-
dimensional double diffusion and enzymoimmunoanalysis, we con-
clude that the Hep2000 substrate would be useful to screen for the
presence of anti-Ro but not to confirm it.

Key words: antibodies, Ro antigen, lupus, Sjogren, indirect immun-
ofluorescence.
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Introduccion

Los anticuerpos (Ac) anti Ro (a-Ro) constituyen un
subgrupo de anticuerpos antinucleares (ANA) de gran
importancia clinica en ciertas enfermedades reumiticas
sistémicas. Son hallados principalmente en el sindrome de
Sjogren (SS) (alrededor del 60%), en el lupus eritematoso
sistémico (LES) (alrededor del 30%) y en la mayoria de
los pacientes con lupus cutdneo subagudo (LCS) y lupus
neonatal (LN) aunque también pueden ser hallados en un
5 - 8% de pacientes con artritis reumatoidea'?.

De todos los ANA, los a-Ro son los mis especificos,
siendo atin controvertida la eleccién de una técnica parti-
cular que retna condiciones ideales de especificidad y sen-
sibilidad para su deteccion.

En muchos laboratorios clinicos, el test de screening
para la deteccién de ANA generalmente es la inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI) sobre sustrato Hep-2 o sustrato
tisular animal (principalmente higado de rata), siendo de
eleccion el primero por su alta sensibilidad?.

La técnica de ANA por IFI en sustrato Hep-2 sugiere
imédgenes compatibles con la presencia de los a-Ro, no obs-
tante su deteccidn se realiza habitualmente por técnicas de
contrainmunoelectroforesis (CIEF), doble difusién bidi-
mensional (DD), enzimoinmunoanilisis (EIA) e inmuno-
blotting (IB), en forma aislada 6 a través de la combinacién

de las mismas.

Enfermedades N° de pacientes
LES 13

Lupus cutaneo subagudo 1

SS primario 19

SS secundario

Esclerodermia 1
Artritis reumatoidea 5
Sindrome de superposicion 6
LES + Penfigoide 2
Lupus eritematoso discoideo 3
Enfermedad de Behget 1
Sindrome de Raynaud 1

Tabla 1. Distribucion de las enfermedades en la poblacion en estudio.
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Recientemente la aparicion del sustrato Hep2000, que
sobreexpresa el antigeno (Ag) Ro de 60 kDa, ha sido intro-
ducido en los laboratorios clinicos por su asociacién entre
la presencia del a-Ro y un patrén distintivo (PD: 10-15%
de las células en interfase presentan tincién nuclear con
puntos brillantes y tincién nucleolar, el resto de las células
son negativas y las metafases muestran un nucleoplasma
positivo débil) que permitiria su identificacién*’.

Objetivos

Nos propusimos: a) estimar sensibilidad y especificidad
en la deteccion de ANA por IFI en los sustratos Hep-2
y Hep2000, b) analizar la presencia de a-Ro sérico en una
poblacién de pacientes con enfermedades reumaticas sisté-
micas por Hep2000 y compararla con los resultados obte-

nidos por DD y EIA.

Material y métodos

El estudio se realizé en nuestro laboratorio sobre 56 pa-
cientes con enfermedades reumaticas sistémicas (Tabla 1),
no seleccionados y consecutivos. La edad media de estos
pacientes fue de 45 afios, rango (16 - 84); 54 de sexo feme-
nino y 2 pacientes de sexo masculino. Como grupo control
se utilizaron muestras de suero provenientes de 10 donan-
tes femeninos sanos. El diagnéstico clinico de los pacientes
con SS fue realizado segun el criterio de clasificacién de
la enfermedad propuesto por el Grupo de Estudio Mul-
ticéntrico Europeo®, el de los pacientes con LES segun
el criterio de clasificacién para LES revisado en 1997 del
American College of Rheumatism (ACR)’. El resto de las
patologias reumadticas fueron diagnosticadas de acuerdo
con criterios avalados por Sociedades Cientificas Interna-
cionales. La deteccién de a-Ro se realizé por EIA (Trinity
Biotech S.A.), DD (Ags y controles INOVA Diagnostics)
y Hep2000 (Immunoconcepts). La presencia de ANA se
determiné por IFI con sustrato Hep-2 (Biorad), utilizando
una dilucién del suero 1/40. La misma dilucién se aplicé al
sustrato Hep2000. Los resultados de la deteccién de a-Ro
obtenidos por las técnicas de Hep2000, EIA y DD fueron
comparados en base al test de la Q de Cochran con la pos-
terior aplicacién del test de Mc Nemar.

Resultados

En base a los objetivos planteados:
a) Lacomparacidn de la sensibilidad (basado en el estudio



sobre 56 pacientes) en la deteccién de ANA por IFI en
sustrato Hep-2 y Hep2000 se efectué mediante el test
de Mc Nemar, y se concluy6 que no existen diferen-
cias significativas entre ambos sustratos. El intervalo de
confianza del 95% resulté igual a 0,69 + 0,12 para el
sustrato Hep-2 y 0,73 + 0,12 para Hep2000 (Tabla 2).
En cada uno de los diez controles se obtuvo concor-
dancia en el resultado obtenido con ambos sustratos.
En forma preliminar se concluye que la especificidad es
del 80% para Hep-2 y Hep2000 (Tabla 3).
b) Los 41 pacientes enfermos cuyo resultado fue positivo
con Hep2000 fueron clasificados segtin tres criterios: 1)

Hep-2 (+) Hep-2 (-) Total
Hep2000 (+) 38 3 41
Hep2000 (-) 1 14 15
Total 39 17 56

Tabla 2. Deteccion de anticuerpos antinucleares por inmunofluores-
cencia indirecta (grupo de pacientes).

Hep-2 (+) Hep-2 (-) Total
Hep2000 (+) 2 0 2
Hep2000 (-) 0 8 8
Total 2 8 10

Tabla 3. Deteccion de anticuerpos antinucleares por inmunofiuores-
cencia indirecta (grupo control).

Tipo de patrén con Hep2000, no distintivo (Figura 2)
o distintivo (Figura 3); 2) Resultado de a-Ro por EIA
(positivo o negativo) y 3) Resultado de a-Ro por DD
(positivo o negativo). Los resultados obtenidos al efec-
tuar la clasificacién se muestran en la Tabla 4. La Figura
1 muestra el control negativo en sustrato Hep2000.

La probabilidad de deteccién de a-Ro por Hep2000
(PD), EIA y DD no es la misma (p <0,001). La estimacién
para cada una de esas probabilidades es:

* p (Hep2000 patrén distintivo): 0,29
® p (resultado positivo por EIA): 0,85
® p (resultado positivo con DD): 0,05

Discusion

Los fabricantes de improntas de células Hep-2 no si-
guen estdndares internacionales con normas preestableci-
das para el cultivo, fijacién y secado de las células, lo que
trae como consecuencia que el antigeno Ro no esté preser-
vado de la misma manera en los distintos sustratos Hep-2.
Respecto a la capacidad de deteccién de ANA, el sustrato
Hep2000 no mostré diferencias de sensibilidad y especifi-
cidad frente al sustrato Hep2 que usualmente utilizamos en
nuestro laboratorio.

Hemos observado en nuestra poblacién, contrariamen-
te a lo esperado, una relativa ausencia del PD en Hep2000,
y esto puede deberse a: 1) la presencia de otro patrén con
alta intensidad que lo enmascare, lo que podria dilucidarse
efectuando diluciones crecientes de los sueros, herramienta
poco prictica y antiecondmica que tampoco garantizaria
la deteccién del mismo; 2) que las células transfectadas no
expusieran todos los epitopes contra los que reaccionan los
Ac a-Ro; 3) que la poblacién estudiada haya sido determi-
nante en el hallazgo del patrdn distintivo, ya que atin cuan-

Patrén distintivo Patrén no distintivo Total
EIA (+) EIA (-) EIA (+) EIA (-)
DD (+) 0 0 2 0 2
DD (-) 12 12 21 6 39
Total 12 0 23 6 Y|

Tabla 4. Deteccion de anti-Ro por EIA y DD y su correlacion con el patron de tincion distintivo y no distintivo de Hep2000 por IFI.
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Figura 1. Control negativo en sustrato Hep2000 (200 aumentos).

Figura 2. Patrdn no distintivo Hep2000 (200 aumentos).

Figura 3. Patron distintivo Hep2000 (200 aumentos).
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do el a-Ro en pacientes con SS o LES pudiera reaccionar
con la misma particula de 60 kDa, lo hace contra diferentes
epitopes®. A esto se le puede agregar que si bien el a-Ro de
60 kDa se presenta mis frecuentemente en el LES, en el SS
primario el a-Ro de 52 kDa es el de mayor frecuencia de
presentacién”'® (grupo mayoritariamente representado en
la poblacién estudiada). Otros grupos han reportado que
en el LCS, LN y/o bloqueo cardiaco congénito, el Ac de
mayor importancia, al igual que en el SS, estaria dirigido
contra un epitope ubicado entre los AA 200-239 de la par-
ticula Ro52!". Existe una mayor prevalencia de a-Ro52 en
aquellas madres a-Ro+, que dan a luz nifios con bloqueo
cardiaco congénito, asi como en los sueros de los nifios que
padecen esta complicacidn, lo que evidencia que en estas si-
tuaciones de gran importancia clinica el sustrato Hep2000
podria no tener utilidad en la deteccién de dicho Ac. Pro-
bablemente, el método de EIA seria de mayor utilidad en
estas situaciones ya que el antigeno de sensibilizacion de las
placas estd constituido por una mezcla de ambas particulas
Ro (52 y 60 kDa).

Hasta el momento no existe ni en el criterio Europeo
para la clasificacién del SS, ni en el criterio de la ACR de
clasificacién para el LES (revisado en 1997), asi como para
los utilizados para otras enfermedades reumdticas sisté-
micas, una técnica estdndar definida para la deteccién de
ANA. Esto trae aparejado un cierto grado de confusién a la
hora de analizar trabajos cientificos donde estén involucra-
dos los ANA, debido a que como muestra nuestro estudio
la probabilidad de deteccién para algunos autoanticuerpos
varia de acuerdo al método utilizado.

Conclusiones

En la poblacién estudiada no hallamos diferencias de sen-
sibilidad y especificidad para la deteccién de ANA por IFI
entre el sustrato Hep-2 utilizado frecuentemente en nues-
tro laboratorio y el Hep2000. Respecto a la deteccién de
a-Ro en los pacientes analizados se desprende que el sus-
trato Hep2000 serfa una herramienta ttil para sugerir pero
no para confirmar la presencia del mismo. Consideramos
conveniente como metodologia de trabajo, el uso de técni-
cas de diferente sensibilidad y especificidad para la deter-
minacién de la especificidad a-Ro.
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