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Resumen

Introduccidn: Los anticuerpos heterdéfilos (AH] estan dirigidos contra antigenos de otra especie. Estos
anticuerpos pueden mimetizar autoanticuerpos especificos y llevar a errores diagndsticos en el estudio
por inmunofluorescencia indirecta (IF1). Objetivos: Destacar la importancia de reconocer las imagenes
caracteristicas de los AH y analizar la incidencia de los mismos en muestras de pacientes que asisten a
laboratorios hospitalarios. Materiales y métodos: Se realizé un estudio observacional, longitudinal, pros-
pectivo y analitico donde se evalud la presencia de AH en suero, en 2 cohortes de pacientes que ingresa-
ron de manera consecutiva para el estudio de anticuerpos especificos en dos hospitales de la Ciudad de
Buenos Aires (n=661). Se utilizd la técnica de IFl sobre cortes de higado, rifidn y estémago de rata. Resul-
tados: Laincidencia de los AE fue mayor que la de los AH (19,2 % vs 10,1 %), APCA, ASMA, AMA (6,8/6,2/5,7
%, respectivamente], y LKM (0,4 %) fue el de menor incidencia. No se encontré concomitancia entre AH
y AE en las dos cohortes estudiadas. Se observaron los siguientes patrones de AE: ribete en cepillo (RC):
7,1 %, células parietales (CP): 5,6 % y musculo liso (ML): 3,2 %, células de Kupffer (CK): 0,4 %. Se describe
la presencia de mas de un patrén de AE por paciente. Conclusiones: Si bien |a frecuencia de AE es mayor
que la de AH, estos Ultimos estuvieron presentes en el 10,1 % de los pacientes incluso hasta con 3 patro-
nes caracteristicos concomitantemente. Es de suma importancia que el observador esté entrenado para
distinguirlos, ya que podrian mimetizar los AE y llevar a una interpretacion errénea de los resultados.
Palabras clave: autoanticuerpos, heteréfilos, inmunofluorescencia indirecta.
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Introduction: Heterophilic antibodies [HA) are directed against antigens from another species. These an-
tibodies can mimic specific autoantibodies, leading to diagnostic errors in the study by indirect immuno-
fluorescence (IIF). Objectives: To highlight the importance of recognizing the characteristic images of HA
and to analyze their incidence in samples from patients attending hospital laboratories. Materials and
methods: An observational, longitudinal, prospective and analytical study was carried out. The presence
of HA in serum was evaluated in two cohorts of patients, who had been admitted consecutively for the
study of specific antibodies in two hospitals in the City of Buenos Aires (n=661]. The IIF technique was
used on rat liver, kidney and stomach sections. Results: The incidence of specific antibodies was higher
than that of HA (19.2 % vs 10.1 %), APCA (6.8],ASMA, (6.2) AMA (5.7 %) and LKM (0.4 %). No concomitance
between HA and specific antibodies was found in the two cohorts studied. Among the characteristic pat-
terns of HA, the coloration of the brush border was 7.1 %, parietal cells 5.6 % and smooth muscle 3.2 %, and
Kupffer cells 0.4 %. Conclusions: Although the frequency of specific antibodies was higher than that of HA,
the latter were presentin 10.1 % of the patients and with up to three concomitant characteristic patterns.
Thus, itis of utmostimportance that the observer is trained to identify HA, since they could mimic specific
antibodiesand this could lead to misinterpretation of the results.
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Introduccién

El término anticuerpos heterdfilos
(AH) (del griego, hetero: diferente y
filo: afinidad) es usado para describir
anticuerpos humanos dirigidos con-
tra antigenos de origen animal mas
que contra antigenos humanos. Estos
anticuerpos interfieren en muchas
determinaciones del laboratorio. The
Taber s Medical Dictionary los define
como anticuerpos en respuesta a cual-
quier antigeno distinto del especifico®.
Por lo tanto, una definicién un poco
mas completa seria que los AH reaccio-
nan con antigenos xenoespecificos y
aloespecificos mas que con antigenos
de tejidos especificos.?

En la practica clinica diaria, durante
la investigacién de autoanticuerpos,
tales como los antimitocondriales
(AMA], antimusculo liso (ASMA), anti-
células parietales (APCA] y antimicro-
somales de higado y rifidn (anti-LKM)
(Foto 1: a, ¢, e y g] por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI],
utilizando como sustrato cortes crios-
taticos de higado, rifién y estémago de
rata, la presencia de AH pueden guiar-
nos a una interpretacién errénea del
resultado. Resultados falsos positivos
pueden ser encontrados cuando los AH
reaccionan con células parietales del
estémago (CP) o ribete en cepillo (RC)
de los tubulos renales, contra estructu-
ras intersticiales presentes en el mus-
culo liso (ML) del estémago de la rata
o contra células de Kupffer (CK] en el
higado (Foto: b, d, f y h) mimetizando
los patrones especificos antes mencio-
nados.®>

El objetivo del presente trabajo es
destacar la importancia de reconocer
los patrones inespecificos de los sue-
ros con AH para evitar interpretaciones
erréneas en la investigacién de au-
toanticuerpos por inmunofluorescen-
cia y asimismo, reportar la incidencia
de los AH, en comparacién con la pre-
sencia de anticuerpos especificos (AE)
en los sueros recibidos para el estudio
de autoanticuerpos mencionados an-
teriormente.

Materiales y métodos
Se realizé un estudio observacional,

Foto 1. Cortes criostaticos de 5 pum de espesor, de higado, rifidn y estémago
de rata (400X)

» a) anticuerpos anticélulas parietales gastricas positivos; b) tincién de las células parietales
de las glandulas del estémago por anticuerpos heterdfilos; ) anticuerpos antimitocondria-
les; d] tincion de ribete en cepillo de anticuerpos heterdfilos; e) anticuerpos antimudsculo
liso; f) AH que tifien las células de Kupffer; g) anticuerpos anti-LKM; h) anticuerpos heteré-
filos en musculo liso del estémago.
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Tabla I. Presencia de anticuerpos especificos

AcEsp APCA ASMA AMA LKM Total Esp n
HIBA 30(8,8%) 29 (8,6 %) 22 (6,5%) 2 (0,6 %) 83 (24 %) 338
HD 15 (4,7 %) 12 (3,7 %) 16 (5%) 1(0,3%) 44 (13,7 %) 321
Total 45 (6,8 %) 41 (6,2%) 38 (5,7 %) 3(0,4 %) 127 (19,2 %) 661

» APCA, anticuerpos anticélulas parietales; ASMA, anticuerpos antimusculo liso; AMA, anticuerpos antimitocondriales; LKM, anticuerpos antimicrosoma-
les del higado y el rifidn; Ac Esp, anticuerpos especificos; HIBA, Hospital Italiano de Buenos Aires; HD, Hospital Durand; Total Esp, anticuerpos especifi-

cos totales.

longitudinal, prospectivo y analitico en dos hospitales de la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, de manera simultanea.
Se analizaron 661 muestras consecutivas, recibidas 338
en el Hospital Italiano de Buenos Aires (HIBA) y 323 en el
Hospital Carlos G. Durand (HD) para el estudio de AMA, ASMA,
anti-LKM, y se consigné , ademas, la presencia de AH.

La técnica de IFl se realizé de manera convencional, uti-
lizando como sustrato cortes criostaticos de higado, rifién
y estémago de rata (BioSystems™). Como segundo anti-
cuerpo, marcado con isotiocianato de fluoresceina, se usé
un anticuerpo anti-lgG humana de cabra Biocientifica®). Se
incubaron sobre el sustrato, en cdmara himeda, diluciones
del suero (1:40) en buffer fosfato (PBS) durante 30 minu-
tos. Posteriormente, se realizaron un lavado rapido y dos
lavados con PBS de 5 minutos. Seguidamente, el suero sein-
cubd 30 minutos con anti-IgG humana, marcada con isotio-
cianato de fluoresceina, en dilucién apropiada; nuevamente
se realizaron un lavado rapido y 2 lavados de 5 minutos con
PBS. Las improntas se cubrieron con liquido de montaje y
un cubreobjeto y fueron observadas en el microscopio con
aumento 400x por dos operadores independientes.

Para analizar las diferencias proporcionales en los resul-
tados encontrados en los dos centros, se utilizé la prueba de
Chi? y se consideraron significativos los resultados cuando
se obtuvo una p < 0,05.

Resultados

Se analizaron 661 muestras totales: 338, en HIBAy 323,
en HD. EI 19,2 % (HIBA 24 % - HD 13,2 %) de las muestras
estudiadas mostraron un patrén especifico positivo (Tabla
1]. Los patrones mas frecuentemente encontrados fueron:

APCA (6,8 %), ASMA (6,2 %) y AMA (5,7 %) (Figural). El an-
ticuerpo anti-LKM fue encontrado solamente en un 0,4 %
(HIBA 0,6 % - HD 0,3 %) (Figura 1) (Tabla 1). El total de AH
hallados fue de 10,1 % (8 % HIBAy 12,5 % HD). No se identi-
ficaron anticuerpos heteréfilos concomitantemente con la
presencia de anticuerpos especificos (Figura 2). El patrdn
de AH mas cominmente hallado en el total de las muestras
estudiadas fue el RC (7,1 %) seguido por CP (5,6 %), ML (3,2
%) y, por dltimo, CK (0,4 %) (Tabla Il). EI RC se encuentra en
el 70,1 % de las muestras que presentan positividad para
AH, seguido por CP (55,2 %), ML (31,3 %), y, por dltimo, CK
(4,5 %) (Figura 3). Cabe destacar que el patrén que tifie las
CKse presenté enel 0,4 % de las muestras y siempre estaba
acompafado por tincién de las CP del estémago y RC de los
tlbulos. En el 68,4 % de los casos los AH del tipo CP estaban
acompafados por la tincién en RC. En este mismo sentido,
cuando la tincién de ML estaba presente, en el 100 % de los
casos, estaba acompafiada por RCyenel 72 % de las veces,
ademds, se observaba tincion en CP.

Discusion

El 19,2 % de las muestras estudiadas presentaron anti-
cuerpos especificos (HIBA: 24 % - HD: 13,7 %) Esta diferen-
cia entre los dos centros, uno privado y el otro publico, se
puede deber ala diversidad en las poblaciones que asisten
a cada centro. (Tabla I]. Se observaron diferencias signifi-
cativas en APCA (p = 0,0338) y en ASMA (p = 0,0081) y no
significativas en AMA (p = 0,4026) y LKM (p = 0.5604). (Fi-
gura 1). EI 10,1 % de los sueros recibidos para estudio de
autoanticuerpos fue positivo para AH, con representacién
de distintos patrones de tincién caracteristicos, que hay

Tabla Il. Presencia de anticuerpos heteréfilos

AH CcP RC ML CK AH (pos) AH totales n
HIBA  18(5,3%) 17 (5%) 6(1,8%)  2(0,6%) 27 (8,0%) 43 (12,7 %) 338
HD 19(59%)  30(9,3%)  15(47%  1(0,3%)  40(12,5%) 65 (2,2 %) 321
Total  37(56%)  47(7,1%)  21(3,2%  3(0,4%)  67(10,1%) 108(16,3%) 661

» CP, células parietales; RC, ribete en cepillo; ML, mdsculo liso; CK, células de Kupffer; AH, anticuerpos heterdfilos; AH (pos), muestras positivas para AH;

AH totales, suma de todos los AH encontrados; HIBA, Hospital Italiano de Buenos Aires; HD, Hospital Durand.
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Figura 1. Distribucién porcentual de anticuerpos especificos.
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» APCA, anticuerpos anti  células parietales; ASMA, anticuerpos anti-musculo liso; AMA, anticuerpos
anti-mitocondriales; LKM, anticuerpos antimicrosomales del higado y el rifiidn; HIBA, Hospital Ita-
liano; HD, Hospital Durand.

Figura 2. Distribucidn porcentual de anticuerpos heterdfilos.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

HIBA HD total
EAE ®AH ® Neg

» AE, anticuerpos especificos; AH, anticuerpos heterdfilos; HIBA, Hospital Italiano; HD, Hospital Du-
rand; Total, corresponde al porcentaje total de muestras positivas y negativas totales de los 2
centros.

Figura 3. Distribucidn porcentual de patrones de anticuerpos heterdfilos.
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» CP, células parietales; RC, ribete en cepillo; ML, musculo liso; CK, células de Kupffer; AH, anticuerpos
heterdfilos; Total, corresponde al porcentaje del patrén en el total de muestras con presencia de
anticuerpos heterdfilos; HIBA, Hospital Italiano; HD, Hospital Durand.

que tener en consideracién cuando se
estan estudiando autoanticuerpos. En
nuestra serie de pacientes, fue hallado
AH en un porcentaje similar al publica-
do y puede ser mayor en muestras de
individuos con historias de aloinmuni-
zacién.>®

Se obtuvieron diferencias significa-
tivas entre los dos centros en presen-
ciade AH (p=0,0011), principalmente
para ML (p = 0,0350] y para RC (p =
0,0318), mientras que no se encontra-
ron diferencias significativas para CP
(p=0,7578) y para CK (p = 0,5672).
(Tabla I1). Estas divergencias proba-
blemente se deban a que las pobla-
ciones que asisten a los dos centros
pueden ser diferentes, ya que estos
anticuerpos se encuentran aumenta-
dos en poblaciones con mayor exposi-
cién a antigenos, mujeres multiparas
o por transfusiones de sangre, en el
caso de la aloinmunizacién. Solo fue
investigada la presencia del isotipo IgG
de los AH. Segun la literatura, en todos
los casos, estos anticuerpos son del
isotipo IgG y, generalmente, de baja
avidez, con actividad multiespecifica.
Por otro lado, en el estudio de autoan-
ticuerpos en enfermedades hepaticas
y gastrointestinales, los anticuerpos
de isotipo lgG son mas relevantes y
especificos para el diagndstico que los
otros isotipos.>’

El 3,2 % de las muestras estudia-
das mostré una coloracion tanto en
ML del estémago como de endomisio,
que también se puede observar en
cortes de corazon de rata.® Los patro-
nes mas comdnmente encontrados en
nuestra serie fueron los de CP (5,6 %)
y RC (7,1 %). Estos anticuerpos, que
fueron caracterizados por Hawkins et
al. en 1977, dificultan la interpreta-
cién de los patrones de fluorescencia
especificos cuando estadn presentes,
ya que pueden enmascararlos y gene-
rar resultados falsos negativos.® Por
otro lado, los AH podrian interpretarse
como el patrén del anticuerpo de teji-
do especifico, al generar resultados
falsos positivos.>®'* En ninguno de los
sueros estudiados, se pudo verificar la
presencia de AE cuando estaban pre-
sentes los AH. Sin embargo, Scott-Mor-
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gan etal.encontraron que el 19 % de los sueros previamente
estudiados, en los que no se habia detectado la presencia
de autoanticuerpos, era positivo después de la eliminacion
de los AH por técnicas de absorcidn, si bien solo el 4 % tenia
titulos significativos como para ser informados. !

La importancia de este estudio radica en que el patrén
que muestran los AH positivos en el higado podria ser inter-
pretado o confundirse con los anticuerpos antireticulina, los
AH que tifien las CP con APCA o incluso con la reaccién posi-
tiva que se ve en las CP cuando un AMA est3 presente. De la
misma manera, los AH que tifien el RC pueden confundirse
con AMAy los que colorean el ML, con ASMA. (Foto 1).124La
interferencia positiva de estos anticuerpos podria evitarse
utilizando tejidos de ratén o tejido humano como sustrato.?
Sin embargo, si bien los AH no reaccionarian con las CP o RC
en tejido de ratén>>, este presenta antigenos heterdfilos en
el mdsculo del estdmago, que podrian guiar a falsos positi-
vos en ASMA. Por otro lado, la utilizacién de tejido humano
no parece ser una buena eleccién debido a la necesidad de
contar con un laboratorio que pueda procesar este tipo de
tejido y hacer las preparaciones. Asimismo, el tejido huma-
no puede presentar aloantigenos de tejidos no especificos
que pueden reaccionar con isohemaglutininas presentes
en el suero en estudio. Por dltimo, el tejido de rata permi-
te una mas facil manipulacién, mayor rendimiento y menor
costo. Este tipo de tejidos son los mas comdnmente usados
en el estudio de anticuerpos de utilidad diagnéstica, por lo
que advertimos extremar el cuidado en la interpretacién de
imagenes obtenidas cuando los AH estan presentes para
evitar asi errores de interpretacién que puedan conducir a
un diagndstico equivocado.'®!>18 Coincidiendo con la lite-
ratura,'” en las muestras estudiadas, los AH fueron encon-
trados en elevada frecuencia (10,1 %) y hasta con 3 patro-
nes caracteristicos concomitantemente. Por lo tanto, es de
suma importancia que el observador esté entrenado para
distinguirlos, ya que podrian mimetizar los AE y llevar auna
interpretacion errénea de los resultados.
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