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Introduccion 1

INTRODUCCION

CONCEPTO DE AUTOINMUNIDAD

La funcion esencial del sistema inmune es la proteccion del
organismo mediante la eliminacién o destruccidn de los antigenos
extranos ("no-propios”). Por tanto, la distincién entre antigenos
"propios” y "no-propios” es fundamental para €l sistema inmune. Una
“tolerancia inmune” excesiva ante antigenos extranos crearia un estado
virtual de inmunodeficiencia, mientras que una "tolerancia inmune"
defectuosa podria conducir al desarrollo de una reaccidn autoinmune

patolégica y, eventualmente, a una enfermedad autoinmune.

El mecanismo por el cual se produce el grado adecuado de
tolerancia inmune es poco conocido. La "Teoria de la Seleccion Clonal”
(1) propuso que los linfocitos con potencial de atacar antigenos propios
eran eliminados durante el desarrollo del sistema inmune. Algunos clones
autorreactivos "prohibidos" podrian escapar a este mecanismo de
selecciébn originando las enfermedades autoinmunes. Aunque la
posibilidad de eliminacién de los clones autorreactivos ha sido probada
experimentalmente (2), se pueden hallar estos clones en personas sanas
con una frecuencia superior a la esperada (3,4), sugiriendo que este
mecanismo no es suficiente para explicar el fendmeno de tolerancia

inmunoldgica.

Parece ser que, aunque los clones autorreactivos existen en

personas sanas, se hallan bajo un estrecho control por el sistema inmune,
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probablemente por parte de linfocitos T especificos que reconocen las
células efectoras autoinmunes. Por otra parte, hay pruebas de la funcion
fisiolégica de ciertas reacciones autoinmunes, probablemente con la
finalidad de eliminar los autoantigencs liberados por la muerte celular (3)
o intervenir en la regulacion del sistema inmune a través de la red
idiotipica. Estas reacciones y los mecanismos que las regulan son poco
conocidas, v se ignora la causa por la que, en determinadas

circunstancias, pueden inducir una enfermedad autoinmune.

La autoinmunidad, en resumen, es consecuencia del fallo o ruptura
de los mecanismos fisioldgicos responsables de mantener la tolerancia a lo
propio. Sin embargo, los fendémenos autoinmunes solo se convierten en
enfermedad autoinmune cuando no estan dirigidos a cumplir un papel

fisiologico en el organismo.

PATOGENIA DE LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Las enfermedades autoinmunes son variables en su expresion
clinica y pronéstico, pero presentan rasgos patogénicos comunes. Las
diferencias parecen relacionarse con la naturaleza del autoantigeno
implicado, los patrones de migracién leucocitaria y los mecanismos
reguladores mmunoldgicos, incluyendo citocinas, autoanticuerpos y
células T citotéxicas. La figura 1 esquematiza la respuesta autoinmune y
los posibles mecanismos inductores y efectores de autoinmunidad. En
general, se requieren al menos tres condiciones previas : la persistencia
de linfocitos T y B autorreactivos, la accesibilidad del sistema inmune al

autoantigeno, y el procesamiento y presentacién del autoantigeno por una
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célula presentadora de antigeno, lo cual se realiza, en conjuncion con una
molécula del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I, ante los

linfocitos T "helper”.

En conjunto, los mecanismos inductores de autoinmunidad pueden
clasificarse en tres grandes grupos :

a) relacionados con peculiaridades del autoantigeno.

b) relacionados con las células presentadoras de antigeno.

¢) relacionados con los mecanismos inmunorreguladores.

Dentro del primer grupo, se comentaran a continuacién los

principales mecanismos :

1) Un autoantigeno que normalmente no entra en contacto con el
sistema inmune puede, caso de hacerlo, originar una respuesta
autoinmune, dado que no ha podido producirse previamente el proceso de
tolerancia inmune. Asi, los antigenos del esperma, habitualmente
separados de los mecanismos inmunes, pueden inducir la aparicion de
autoanticuerpos cuando entran en contacto con el sistema inmune, por
ejemplo tras una vasectomia (6). Actualmente se cree que estos
autoanticuerpos no generan enfermedad autoinmune franca en el ser

humano.

2) El mecanismo inductor de autoinmunidad denominado
"mimetisme molecular” supone que un autoantigeno y un antigeno
exdgeno, como el de un microorganismo infeccioso, pueden compartir
determinantes antigénicos, lo que convierte la respuesta inmune normal

contra el microorganismo en una respuesta autoinmune. Un ejemplo
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clasico es el de la fiebre reumatica, 2n la que se supone el mimetismo
molecular entre un antigeno del estreptococo beta-hemolitico y 1a miosina
del musculo cardiaco (7). En este mecanismo, es crucial la similitud entre
el antigeno propio vy el no-propio, lo suficiente para generar inmunidad
cruzada. pero sin que exista una identidad absoluta entre ambos, ya que
ello podria generar un mecanismo de tolerancia inmune. Asimismo, el
mantenimiento de la respuesta autoinmune requiere un reforzamiento de
la misma por parte del autoantigeno, perpetuando asi la reaccion inmune.
En general, este mecanismo es dificil de reproducir experimentalmente,
por lo que muchos supuestos de mimetismo molecular han sido,

probablemente, sobreestimados.

3) La alteracion molecular de un autoantigeno, ante el cual existia
tolerancia inmune, puede desencadenar una reaccidon autoinmune. Si la
alteracion es provocada "in vitro", en algunas ocasiones los anticuerpos
producidos contra el autoantigeno modificado pueden tambien reaccionar
con el antigeno nativo "in vivo". En ciertas ocasiones, las modificaciones
del autoantigeno pueden producirse directamente  “in  vivo",
probablemente por la accién de farmacos, productos quimicos e
infecciones. Este seria el posible mecanismo inductor de la miocarditis
desencadenada por la infeccidn con el virus Coxsackie B3 en ratones (8),
en la que algunos autores han propuesto que la infeccidn viral altera las
caracteristicas de la miosina cardiaca, generando una reaccion

autoinmune (9).

4) Determinados autoantigenos a los que se adicionan grupos
hapténicos de origen exdgeno, podrian convertirse en diana de una

reaccion autoinmune tras ser sometidos a dicha modificacion. Este
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mecanismo permitiria explicar ciertas reacciones autoinmunes provocadas
por farmacos, como por ejemplo, el desarrollo de anemia hemolitica
autoinmune dirigida contra antigenos del sistema Rh después de la

administracion de alfa-metildopa (10).

5) En ciertas ocasiones, algunos anticuerpos anti-idiotipo podrian,
accidentalmente, reproducir la configuracion de un autoantigeno, contra
¢l cual desencadenarian una respuesta autoinmune. Este mecanismo ("de
imagen interna") ha sido propuesto en un ejemplo de mastenia gravis

experimental en conejos (11).

6) En el contexto de enfermedades neopldsicas, ciertos antigenos
tumorales podrian compartir epitopos que simularian los presentes en
determinados autoantigenos, generando asi una respuesta autoinmune,
habitualmente denominada paraneoplasica. Este mecanismo se ha
propuesto en tumores ovaricos asociados a degeneracion cerebelosa con
presencia de anticuerpos contra las células de Purkinje {12). También se
ha descrito la aparicion de autoanticuerpos acantoliticos y pénfigo

paraneoplasico en asociacion a diferentes tipos de tumores (13).

En el segundo grupo de mecanismos inductores de autoinmunidad
se Incluyen determinadas alteraciones de las células presentadoras de

antigeno. Distinguimos dos mecanismos principales :

1) La expresion aberrante de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) por células componentes de un tejido,
conjuntamente con un autoantigeno constituyente de la célula, podria

iniciar una respuesta autoinmune contra el tejido. Este es el mecanismo
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propuesto para la diabetes insulin-dependiente, en la cual las células de los
islotes pancreaticos exhiben dicha expresion aberrante (14). Aunque este
mecanismo ha sido sugerido en otros contextos de enfermedad
autoinmune, experimentalmente, sin embargo, no han podido inducirse
reacciones autoinmunes incrementando la expresion de moléculas de clase

IT del CMH por parte de los tejidos diana.

2) Las infecciones virales, capaces de provocar la secrecién de
interferon gamma, pueden, a través de esta citocina, incrementar la
expresion de moléculas de clase I del CMH, induciendo una respuesta
autoinmune contra determinados tejidos de una forma similar a la
descrita en el anterior apartado. Asimismo, tambien podria incrementar
la expresion de moléculas de clase I del CMH, induciendo un dano
citotoxico tisular mediado por linfocitos T CD8+. Tampoco hay evidencia

experimental sobre este posible mecanismo inductor de autoinmunidad.

El tercer y qltimo grupo de mecanismos inductores de
autoinmunidad conileva la alteracion de los sistemas inmunorreguladores.

Dentro de este grupo distinguimos los siguientes mecanismos :

1) El fallo en la delecciéon clonal completa de ciertos clones
autorreactivos podria explicar la posibilidad de reacciones autoinmunes
en determinados individuos, aunque probablemente son necesarias otras

alteractones inmunorreguladoras para desencadenar la autoinmunidad.

2) Existe evidencia experimental de que ciertos clones de linfocitos
T supresores pueden “proteger” a los animales de experimentacién contra

mecanismos exdgenos capaces de inducir respuestas autoinmunes. Esta
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proteccién en transferible a otros animales mediante células esplénicas del
animal protegido, y especificamente a través de una linea de células T
supresoras (15.16). Asimismo, cepas de ratones con alta susceptibilidad a
la generacion de respuestas autoinmunes, son deficitarios en la
produccién de células supresoras especificas de antigeno, y esta
produccién se reduce progresivamentz en los animales mas viejos, lo cual
se correlaciona con la mayor predisposicion de estos animales al
desarrollo de enfermedades autoinmunes (17). Aunque no se han
encontrado evidencias similares en humanos, se ha postulado que una
reduccion de los linfocitos T supresores antigen0~especiﬁcos podria
inducir reacciones autoinmunes ¢n determinados contextos clinicos como

la artritis reumatoide (AR) o la tiroiditis de Hashimoto (18,19).

3} Dentro de la dotacién normal de finfocitos B del organismo, es
muy probable que existan células B autorreactivas, y por tanto con
potencialidad para producir autoanticuerpos. De esta forma, una
activacion policlonal de los linfocitos B generaria numerosos anticuerpos
autorreactivos. Un ejemplo clasico de este mecanismo de activacion
policlonal seria el lupus entematoso sistémico (LES). Esta teoria, sin
embargo, no explica la especificidad concreta de los autoanticuerpos
encontrados, ya que, incluso en una enfermedad como el LES, en la que
se encuentra un amplio espectro de autoanticuerpos, no se encuentran
habitualmente anticuerpos organoespecificos, y, dentro de los no-
organoespecificos, es caracteristica la presencia de determinados tipos de
autoanticuerpos y la ausencia de otros. El mecanismo d¢ activacién
policlonal B se ha invocado igualmente para explicar la patogenia de la
enfermedad injerto-contra-huésped, pero también en este contexto se

producen tnicamente determinados autoanticuerpos. La presencia de un
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autoantigeno, a elevadas concentraciones, en el momento de producirse
los fendmenos injerto-contra-huésped, puede favorecer la produccion de

autoanticuerpos especificos contra dicho antigeno (20).

4) Puede demostrarse la existencia de anticuerpos antiidiotipo,
dirigidos contra epitopos de la region Fab de las inmunoglobulinas y los
receptores de los linfocitos B. Se ha postulado que dichos anticuerpos
tienen una funcidn reguladora del sistema nmune, estando
interrelacionados por lo que se ha denominado "red idiotipica”. Las
respuestas antitdiotipo se han demostrado en el contexto de diversas
enfermedades autoinmunes, lo que ha llevado a postular que la
autoinmunidad podria ser desencadenada por una alteracion de los

mecanismos de regulacion de la red idiotipica.

5) De igual forma que, tras el proceso de deleccion clonal, podrian
persistir clones de linfocitos B autorreactivos, se postula la presencia de
clones T autorreactivos, los cuales, en condiciones normales, no
desencadenarian respuestas autoinmunes contra los correspondientes
antigenos diana. En situaciones patoldgicas, esta tolerancia de células T

podria ser alterada, iniciando la enfermedad autoinmune.

Una vez iniciada la respuesta autoinmune se ponen en marcha tres

grupos principales de mecanismos efectores :

a) linfocitos B y produccién de autoanticuerpos
b) linfocitos T CD4+ y produccion de linfocinas

¢) hnfocitos T CD8+ citotoxicos
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La respuesta inmune mediada por linfocitos B se desencadena a
partir de determinadas interleucinas (IL-4, IL-5 e IL-6) secretadas por
los linfocitos T CD4+, que inducen !a proliferacion y diferenciacion de
las células B. Como consecuencia, se produce la sintesis de
autoanticuerpos de clase [gG. Los autoanticuerpos pueden inducir dano

tisular por diversos mecanismos, dentro de los cuales se encuentran :

1) La opsonizacion de células circulantes y su posterior destruccion
por el sistema mononuclear fagocitico (por ejemplo, opsonizacion de
eritrocitos, leucocitos y plaquetas, generando anemias hemoliticas,

neutropenias y trombopenias autoinmunes).

2) La destruccién celular producida por activacion de la cascada del

complemento (por ejemplo, en [as anemias hemoliticas autoinmunes).

3) La citotoxicidad mediada por cé€lulas dependiente de anticuerpo

(por ejempio en determinadas tiroiditis (19)).

4) La formacién de inmunocomplejos, bien a nivel local, bien
circulantes, con posterior depdsito ¢n determinados organos. En ambos
casos, los mmunocomplejos pueden activar la cascada del complemento y
atraer leucocitos directamente responsables del dano tisular (por ejemplo,

las lesiones renales del LES (21)).

5) Los autoanticuerpos producidos pueden tener asimismo efecto
inhibidor o estimulante sobre determinados receptores de la superficie
celular. Asi, los anticuerpos contra el receptor de acetilcolina en la

miastenia gravis, generan una alteracion funcional por bloqueo del
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receptor (22). En cambio, los anticuerpos contra el receptor de la TSH en
la enfermedad de Graves, tienen una capacidad estimulante del receptor,

pudiendo mimetizar la accién de la hormona (23).

Los mecanismos efectores relacionados con los linfocitos T CD4+
son mediados principalmente por citocinas. En determinados casos, el
efecto de las linfocinas es directamente lesivo para las células del tejido,
como es ¢l caso de los factores de necrosis tumoral (TNFs). En otros
casos, las interleucinas atraen y estimulan la actividad de otras células
efectoras, como ocurre con el interferbn gamma y su efecto sobre la
actividad de las células asesinas naturales ("natural killer", NK) y su
capacidad de aumentar la expresidon de moléculas de clase I del CMH,

generando la presencia de un mayor nimero de linfocitos CD4+,

Finalmente, los mecanismos efectores mediados por linfocitos
CD8+, son generados por la capacidad de citotoxicidad directa de estas
células, actividad regulada por la expresidon de moléculas de clase 1 del
CMH en las células diana. Experimentalmente, los linfocitos CD8+
citotoxicos pueden reproducir las lesiones en determinadas enfermedades

autoinmunes (24,25).

En defintiva, actualmente se piensa que la mayor parte de las
enfermedades autoinmunes son producidas por una combinacidn de los
tres grupos de mecanismos efectores, puesto que en muchas de ¢llas hay
evidencia experimental relacionada con varios mecanismos de dafo

tisular.
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Figura 1. Mecanismos patogénicos y sistemas efectores en las

enfermedades autoinmunes
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CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

Tradicionalmente, las enfermedades autoinmunes se han clasificado
en dos grandes grupos, segun sean sistémicas (no organoespecificas), o
estén dirigidas contra un determinado organo (organoespecificas). Debido
al aparente solapamiento entre estos dos grupos, se ha senalado que es
mas conveniente hablar de "espectro” (26). Paraddjicamente, en algunas
enfermedades. a pesar de que el antigeno diana de la reaccidn autoinmune
se¢ distribuye ampliamente por el organismo, la enfermedad se
circunscribe a un sélo 6rgano o tejido, o afecta de forma limitada a cierto
conjunto de organos (27). Una clasificacion operativa de las
enfermedades autoinmunes (tabla [) deberia incluir, por tanto, los

siguientes grupos :

a) Enfermedades autoinmunes organoespecificas, en las que las
alteraciones se concentran primariamente sobre un Unico organo, tejido,
tipo celular o uno de sus productos, quedando restringidas las
manifestaciones clinicas al drgano, tejido o célula afectados. Los
autoanticuerpos que aparecen en este grupo de enfermedades son
denominados organoespecificos, v algunos intervienen de forma clara en

la patogenia de la enfermedad.

b) Enfermedades autoinmunes organoespecificas "paraddjicas”, en
las que existe un autoantigeno distribuido de forma sistémica, y uno o
vanos autoanticuerpos no Organoespecificos, pero la enfermedad se
localiza principalmente en determinados tejidos u Organos. El
autoanticuerpo "marcador” no tiene relacién evidente con la patogenia de

la enfermedad, y el significado de su presencia aiin no ha sido resuelto.
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¢)  Enfermedades  autoinmunes  multisistémicas ©  no
organoespecificas, en las que se detectan miltiples anticuerpos dirigidos
contra autoantigenos intracelulares o de la superficie celular,
ampliamente  distribuidos por el organismo. Las implicaciones
fisiopatoldgicas son atribuidas principalmente al depdsito sistémico de
inmunocomplejos, y, posiblemente, a los anticuerpos dirigidos contra los

antigenos de superficie de las células sanguineas o del endotelio vascular.

Las enfermedades autoinmunes relacionadas con el tejido conectivo
estarian encuadradas, segtn esta clasificacion, en los dos dltimos grupos.
Dentro del grupo de enfermedades organoespecificas "paraddjicas”,
inctuirfamos al sindrome de Sjogren (SS) y al complejo polimiositis /
dermatomiositis. En estas enfermedades, pese a aparecer anticuerpos no-
organoespecificos, las manifestaciones clinicas se hmitan a un conjunto
restringido de drganos. En el grupo de enfermedades awntoinmunes
reumaticas sistémicas o no organoespecificas, se incluirian las siguientes :
LES, AR, enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) y
esclerodermia, asi como los sindromes de solapamiento ("overlap”). En
todas estas enfermedades existe una afecciéon de multiples érganos y
aparecen frecuentemente autoanticuerpos no-organoespecificos, dirigidos
contra antigenos nucleares (ANA) de diferentes especificidades. Algunos

de estos autoanticuerpos son especificos o marcadores de enfermedad.
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TABLA L. Clasificacion de las enfermedades autoinmunes.

A) ENFERMEDADES AUTOINMUNES ORGANOESPECIFICAS

-Enfermedad de Addison
-Gastritis cronica atréfica / Anemia perniciosa
-Tiroiditis de Hashimoto
-Anemia hemolitica autommune
-Neutropenia autoinmune
-Trombopenia autoinmune
-Aplasia pura de serie roja
-Enfermedad de Graves
-Vitiligo

-Diabetes insulin-resistente
-Diabetes mellitus tipo |
-Esclerosis maltiple

-Miastenia gravis

B) ENFERMEDADES AUTOINMUNES ORGANOESPECIFICAS
"PARADOJICAS"

-

-Sindrome de Sj0gren

-Polimiositis / Dermatomiositis

-Sindrome de Goodpasture

-Cirrosis biliar primaria

-Vasculitis sistémicas necrotizantes

-Hepatitis crénica activa autoinmune

-Pénfigo y enfermedades bullosas cutdneas autoinmunes

C) ENFERMEDADES AUTOINMUNES MULTISISTEMICAS O NO
ORGANOESPECIFICAS

-Lupus eritematoso sistémico
-Esclerodermia

-Enfermedad mixta del tejido conectivo
-Artritis reumatoide

-Sindromes de solapamiento ("overlap")
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AUTOANTICUERPOS

PAPEL DE LOS AUTOANTICUERPOS EN LA
ENFERMEDAD AUTOINMUNE

Al evaluar la presencia de un autoanticuerpo en el contexto clinico
de una enfermedad de origen presuntamente autoinmune, deben tenerse

en cuenta tres posibles mecanismos:

a) La enfermedad tiene una patogenia autoimmune y por tanto los
autoanticuerpos son directamente responsables de las lesiones histologicas,
signos y sintomas de la enfermedad, a través de mecanmsmos de base

inmunoldgica (por ejemplo, las anemias hemoliticas autoinmunes).

b) La enfermedad tiene su origen en otro agente etiologico, el cual,
produciendo el dano tisular, induce la aparicidén de los autoanticuerpos,
los cuales no tienen papel patogénico por si mismos, constituyendo un
epifendmeno (por ejemplo, los anticuerpos anti-LKM 2 en la hepatitis

inducida por farmacos).

¢) Un agente etioldgico induce de forma independiente el desarrollo
de la enfermedad y los fendémenos autoinmunes (por ejemplo, la aparicién

de anticuerpos anti-LKM 1 en la infeccién crénica por virus C).

Para probar la primera hipétesis, es decir, el origen autoinmune de
la enfermedad, debe contarse con una 0 mas de las siguientes evidencias

experimentales :
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1) La induccion deliberada de autoinmunidad en un ammal de
experimentacion debe reproducir las lesiones caracteristicas de la
enfermedad. Ejemplos clasicos son la tiroiditis experimental inducida por
tiroglobulina ¢ la encefalomielitis alérgica experimental inducida por
proteina basica de la mielina. En ambos caso‘s, la utilizacién de un
autoantigeno especifico induce la aparicion de una enfermedad
autoinmune organoespecifica, desarrollandose lesiones histologicas

similares a las de su contrapartida en el ser humano.

2) La alteracion deliberada del sistema inmune del animal de
experimentacion puede evitar el desarrollo de una enfermedad
autoinmune, e¢n base a la intervencién sobre los mecanismos efectores
supuestamente implicados. De ese modo, el desarrotlo de enfermedades
autoinmunes espontianeas en animales genéticamente predispuestos para su
desarrollo, puede quedar modificado por la extirpacion de la bursa de
Fabricio o el timo, o por el tratamiento inmunosupresor, cuando se
realiza antes del desarrollo completo del modelo experimental de la

enfermedad.

3) En clinica humana, la transferencia de un autoanticuerpo,
presente en el suero de un enfermo, a una persona sana, es capaz de
inducir la apariciéon de signos y sintomas de la enfermedad autoinmune.
Aunque estas evidencias estin limitadas por consideraciones éticas, el
clasico experimento de William Harrington realizado sobre si mismo
(28), prob6 que el plasma de un paciente afecto de pirpura
trombocitopénica autoinmune, transfundido a otro ser humano, genera en
éste la enfermedad, demostrando el papel patogénico de los anticuerpos

antiplaquetarios. Otro ejemplo basado en una evidencia de este tipo, es la
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tirotoxicosis neonatal, inducida por anticuerpos contra el receptor de la
TSH, los cuales, al pasar la barrcra placentaria, inducen un estado
transitorio de enfermedad de Graves en neonatos hijos de madres afectas

(26).

4) La presencia de un autoanticuerpo es capaz de interferir con una
funcion fisiolégica medible. Asi, la absorcién de vitamina Bi2 a nivel
gastrico, mediada por factor intrinseco, puede ser bloqueada por la
presencia del suero del paciente, en el cual se demuestra un

autoanticuerpo contra ¢l factor intrinseco.

En conjunto, aunque el nimero de autoanticuerpos descritos es
considerable, la evidencia de su papel patogénico es muy limitada en la

mayor parte de los casos.
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CLASIFICACION DE LOS AUTOANTICUERPOS

La tabla 1l muestra una clasificacion de las diferentes

especificidades de autoanticuerpos. Se distinguen tres grupos principales :

a) Anticuerpos no organcespecificos, no especificos de
tejido. Estan dirigidos contra antigenos cuya localizacion fisiolégica no
se limita a un sélo 6rgano ni tampoco a un Gnico tejido. Ejemplos tipicos
son los anticuerpos antinucleares (cuya clasificacion se desglosa en la
tabla 1I11), los anticuerpos antimitocondria, y otros. Aparecen
generalmente en enfermedades autoinmunes multisistémicas y tambien en

enfermedades organoespecificas "paradéjicas”.

b) Anticuerpos no organoespecificos, especificos de
tejido. Estan dirigidos contra antigenos localizados en tejidos concretos,
formando parte, sin embargo, de diversos 6rganos. Asi, los anticuerpos
antimisculo liso son especificos de este tejido, pero pueden ser
encontrados en algunas zonas pertenecientes a 6rganos diferentes, como la
mucosa gastrointestinal, los espacios porta hepaticos, la zona peritubular

renal, etc, no estando por tanto restringidos a un sélo érganc.

c¢) Anticuerpos organoespecificos. Estan dirigidos contra
antigenos localizados en un s6lo 6rgano, no siendo detectables en otros.
Ejemplos tipicos son los anticuerpos anti-tiroglobulina o los anticuerpos
anti-microsomales tiroideos. En todos los casos, estos autoanticuerpos se
manifiestan de forma preferente en enfermedades autoinmunes

organoespecificas.
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Tabla Il. Clasificacion de los autoanticuerpos
A) AUTOANTICUERPOS NO ORGANOESPECIFICOS, NO
ESPECIFICOS DE TEJIDO

-Anticuerpos antinucleares

-Anti-ENA (nRNP, Sm, Ro, La)

- Anti-histonas

-Anti-RA33, anti-RANA

-Otros anticuerpos antinucleares
-Anticuerpos anti-mitocondria
-Anticuerpos anti-microsomas hepatorrenales
-Anticuerpos anti-citoplasma de neutrofilos
-Anticuerpos anti-aparato de Golgi
-Anticuerpos anti-ribosomales
-Anticuerpos anti-Jol
-Anticuerpos anti-lisosomiales
-Anticuerpos anti-cardiolipina
-Anticuerpos anti-citoesqueleto (queratina, vimentina)

B) AUTOANTICUERPOS NO ORGANOESPECIFICOS, ESPECIFICOS
DE TEJIDO

-Anticuerpos anti-musculo liso

-Anticuerpos anti-miisculo estriado
-Anticuerpos anti-membrana basal glomerular
-Anticuerpos anti-reticulina

-Anticuerpos anti-sustancia intercelular
-Anticuerpos anti-colageno tipo Il

O) AUTOANTICUERPOS ORGANOESPECIFICOS

-Anticuerpos antiperoxidasa tiroidea
-Anticuerpos antitiroglobulina

-Anticuerpos anti-células parietales gastricas
-Anticuerpos anti-factor intrinseco
-Anticuerpos anti-cortex adrenal

-Anticuerpos antieritrocitarios

-Anticuerpos antiplaguetarios

-Anticuerpos anti-neutréfilos

-Anticuerpos anti-receptor de TSH
-Anticuerpos anti-proteina basica de la mielina
-Anticuerpos anti-melanocitos

- Anticuerpos anti-células beta de los islotes pancreaticos
-Anticuerpos anti-receptor de acetilcolina
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Tabla II1. Clasificacion de los anticuerpos antinucleares

Anticuerpos
dirigidos
contra
membrana y
matriz nuclear

-Ac.
-Ac.
-Ac.
-Ac.
-Ac.

antildaminas A/B/C (T0KD/67KD/60KD)
antiporos nucleares (210KD)
antireceptor lamina B (61 KD)

antimatriz nuclear
anti-A1l hnRNP

-Ac. anti-A2 hnRNP / RA33 (33KD)
Anticuerpos ~Ac. anti-ADN dc
dirigidos -Ac. anti-ADN sc
contra -Ac. anti-histonas (H1-H2 A-H2B-H3-H4)
nucleosomas -Ac. anti-MMG y anti-LMG
(proteinas -Ac. anti-ADN topoisomerasa 1 (Scl70)
asociadas a -Ac. anticentromero A/B/C (17KD/80KD/140KD)
ADN) -Ac. anti-ADN tcpoisomerasa 11

-Ac. anti-Ku/Kv/SL (p70 y p80)

-Ac. anti-PCNA / ciclina (34K D)
Anticuerpos -Ac. anti-Ul RNP 70KD/A/C (70KD/33KD/22KD)
dirigidos -Ac. anti-U2 RNP A"/B"" (31KD/25KD)
contra -Ac. anti-Sm BB /D (28KD/14KD)
proteinas -Ac. anti-Ro/SSA (60KD/52K D)
asociadas a -Ac. anti-La/SSB (50 KD)
ARN -Ac. antiaminoacil t-ARN sintetasas
- (anti-Jo!, otros)
Anticuerpos -Ac. anti-RNA polimerasa I, Il y Il (14-220KD)
dirigidos -Ac. anti-Th/To ‘40KD, 7.2 ARN y 8.2 ARN)
contra -Ac. anti-U3 RNP/fibrilarina (34KD)
nucleolos -Ac. anti-NOR90 (90K D)
vy ribosomas -Ac. anti-Pm-Sci (20-110KD)

-Ac. anti-B23/nucleoplasmina (23KD)

-Ac. anti-C23 (110KD)

. anti-SRP (59KD)

. anti-MAS (45§ ARN)

. antiribosomas PO/P1/P2 (38KD/19KD/17KD)
. anti-ARN

. anti-ARNsa P (38KD)

. anti-APP ribosa polimerasa (116KD)

Otros
anticuerpos
antinucleares

. anti-Su (30KD)

. anti-Ma

. anti-Me (16-110KD)

. anti-Mil y anti-Mi2 (56KD)
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ARTRITIS REUMATOIDE

l.a AR es la enfermedad reumatica sistémica autoinmune mas
frecuente. Se calcula que mas de un 1% de la poblacion espanola presenta
la enfermedad de una forma mas o menos grave (29). En adultos, la edad
de comienzo mas frecuente es entre los 30 y los 50 anos. Es de dos a tres

veces mas frecuente en mujeres que en hombres (30).

La artritis es poliarticular y simétﬁca, afectando fundamentalmente
a las articulaciones de los miembros superiores e inferiores, con efusion
intrarticular y periarticular. Es clasica la rigidez articular matutina. En
contraste con otras artropatias, suele ser erosiva y culmina con la
destruccidn articular. La enfermedad afecta también a otros Organos Yy,
junto a las alteraciones articulares, pueden aparecer manifestaciones
sistémicas como malestar general y fiebre, vasculitis o alteraciones en

piel, 0jos 0 pulmon.

El curso de Ila enfermedad es fluctuante, produciéndose
exacerbaciones y remisiones. No existe un tratamiento curativo,
dirigiéndose los intentos terapéuticos a la reduccion de la inflamacién y
del dolor v a la preservacion de la funcidn articular para evitar la

incapacidad funcional.

La artritis resulta de una interaccion compleja de celulas sinoviales
con linfocitos en la membrana sinovial (31). El evento inicial que
desencadena la lesion articular es desconocido. Se supone que un agente
no identificado inicia la inflamacién aguda de la membrana sinovial.

Posteriormente, péptidos y moléculas de adhesion en las celulas sinoviales
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activadas atraen a linfocitos y monocitos al espacio articular (32). Las
celulas proliferativas sinoviales expresan antigenos CMH de clase Il y
coestimulan a moléculas que aumentan la activacion de celulas T CD4+
("helper") infiltrativas (33). Estas, a su vez, estimulan a celulas B en la
membrana sinovial para producir inmunoglo-bulinas. Algunas celulas
sintetizan localmente anticuerpos de clase IgG, que se unen a otras
moleculas de IgG en la articulacidon para formar inmunocomplejos. Los
inmunocomplejos activan la cascada del complemento, provocando
sucesivos estados inflamatorios que provocan hinchazén, calor y dolor en
las articulaciones. El proceso inflamatorio determina la liberaciéon de
proteasas lisosomales, radicales oxigenados y prostaglandinas, que
lesionan el colageno y la matriz cartilaginosa de la articulacion. Ademas,

la IL-1 activa las colagenasas, que inducen la reabsorcion del hueso.

Por dltimo, la proliferacion de las celulas sinoviales forma una
masa granulomatosa, que invade y erosiona el cartilago y otras
estructuras de la articulaciéon. No todos estos procesos secuenciales han
podido demostrarse definitivamente. Son cuestiones todavia debatidas si el
factor reumatoide contribuye a las lesiones, o si la sinovitis reumatoide
depende de células T activadas. En las células T obtenidas de
articulaciones reumatoides en fases evolutivas avanzadas, por tanto no
representativas de lesiones precoces, faltan marcadores de activacion,
mostrando poca actividad proliferativa "in vitro" y produciendo pequeiias
cantidades de citocinas (34). Dentro de la articulacién, linfocinas
monociticas como el factor transformador de crecimiento beta, pueden

evitar o disminuir la regulacién de la activacion de células T (35).
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El SS aparece hasta en el 70% de los pacientes con AR (36-42), si
bien la prevalencia real es desconocida, dadas las diferencias en los
criterios de diagndstico y en el tiempo de evolucion de los pacientes
incluidos en los diferentes estudios. La frecuencia del SS aumenta en la
AR en relacién al tiempo de evolucion de la enfermedad (37). Algunos
estudios indican una mayor incidencia de manifestaciones extraarticulares
y autoanticuerpos en pacientes con SS y AR (43,44), en particular ac.
anti-Ro/SSA (38.45), |

La amiloidosis secundaria o depdsito extracelular de amiloide AA
es una complicacion poco frecuente de la AR, afecta a un 5-15% de casos
(46-49), aunque la incidencia depende del tiempo de evolucidn (50-52).

Es una de las principales causas de muerte debida a la AR.

Finalmente, la anemia de la AR es multifactorial (ferropenia,
anemia de transtorno cronico inflamatorio, etc), pero es muy frecuente en

pacientes con enfermedad activa.
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AUTOANTICUERPOS EN LA ARTRITIS REUMATOIDE

La tabla IV muestra las diferentes especificidades de
autoanticuerpos encontradas en pacientes con AR, clasificadas en razon de
su sensibilidad (frecuencia de aparicién) y especificidad (restriccion a
enfermos con AR). A continuacién se comentaran por separado cada uno

de los autoanticuerpos.

[TABLA IV, Autoanticuerpos en la artritis reumatoide 1
ALTA ESPECIFICIDAD | BAJA ESPECIFICIDAD
FRECUENCIA + Ac. anti-RNP /| Sm
BAJA » Ac. anti-Ro ! La
« Ac. anti-ADNdc
» Ac. anti-colageno 11
— |+ Ac. anticardiolipina
FRECUENCIA|. Ac, anti-RA33 + Ac. anti-histonas
MEDIA (A2-inRNP)
I '+ Ac. ANTI-SA
FRECUENCIA|. Factor reumatoide « Ac. anti-vimentina
ALTA « Ac. anti-queratina * Ac. antinucleares
( = factores anti- especificos de
perinucleares) granulocitos (GS-ANA)
+ Ac. anti-RANA |

FACTOR REUMATOIDE

El factor reumatoide (FR) es un autoanticuerpo dirigido contra los
bucles aminoacidicos de la regién constante de la 1gG (53). El FR clasico
es de clase 1gM vy tiene caracter policlonal. Se detecta en un 70-80% de
los pacientes con AR y en s6lo un 5-10% de pacientes con AR juvenil.

Aunque es caracteristico de esta enfermedad, no es especifico de la
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misma. Su ausencia no excluye el diagndstico, ya que es relativamente
frecuente su aparicion después del primer ano de evolucidn. Los
inmunocomplejos formados por FR ¢ igG se han relacionado con las

complicaciones vasculares sistémicas de la AR.

El FR se produce normalmente durante la respuesta inmune a
antigenos exdgenos, observandose a menudo y de forma transitoria, en el
suero de pactentes con infecciones virales, bacterianas o parasitarias {54).
Asimismo, es relativamente frecuente en otras enfermedades rcumidticas,
como el LES, la esclerodermia, el SS y los sindromes de solapamiento.
Finalmente, ciertos estados hiperglobulinémicos, como son la piirpura
hiperglobulinémica, la crioglobulinemia, las hepatopatias cronicas o la
sarcoidosis, se asocian con positividad para el FR. Generalmente, en los

procesos no reumatologicos los titulos de FR son bajos.

La AR seropositiva (con FR), s¢ caracteriza por un aumento de la
incidencia de ndédulos reumatoides, vasculitis o enfermedad intersticial
pulmonar, y un peor pronéstico articular (55-67). Estos pacientes
presentan mas alteraciones radioldgicas articulares, peor capacidad
funcional, mas actividad inflamatoria y mas manifestaciones
extraarticulares (67,68). La mayoria de los estudios muestran qgue las
manifestaciones extraarticulares son mas frecuentes en pacientes con AR

evolucionada (69) y en presencia de FR u otros autoanticuerpos (67,70).
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ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (ANA)

ILa presencia de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos
nucleares es frecuente en pacientes con AR. Su frecuencia oscila entre el

12 y el 71% segtn las series (43,71-73).

La técnica de laboratorio mas utilizada para su deteccidn es la
inmunofiuorescencia indirecta (IFI), empleando como sustrato células
tumorales humanas mantenidas en cultivo (HEp-2). El patrdn de tincién
de fluorescencia y la intensidad de la misma nos ortentan acerca de la
especificidad del autoantigeno contra el cual van dingidos los

autoanticuerpos vy el titulo de los mismos.

El patréon homogéneo es el mas frecuente en los sueros de pacientes
con AR (73). Se caracteriza por una tincién uniforme y difusa de todos
los niicleos en interfase. La intensidad de fluorescencia es mas prominente
en la regién cromosdmica de las células en mitosis. Este patrén se obtiene
cuando el suero contiene anticuerpos antinucleares dirigidos contra ADN,

desoxirribonucleoproteinas o histonas.

En el patron granular se observan granulos mas o menos gruesos
en los nicleos en interfase, siendo negativa la regién de condensacién
cromosOémica de los nucleos en division. Aparece cuando existen
anticuerpos antinucleares dirigidos contra antigenos nucleares extraibles

de soluciones salinas de baja tuerza i6nica (ENA).
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El patron mixto supone una mezcla de autoanticuerpos
antinucleares de mas de una especificidad, siendo el aspecto por IFI una

mezcla de los dos patrones anteriormente descritos.

Se ha sugerido que la presencia de anticuerpos antinucleares en AR
se asociaria con una mayor frecuencia de manifestaciones extraarticulares
(74) v un peor prondstico articular (55). aunque no ha sido establecido

definitivamente (75).

ANTICUERPOS ANTI-HISTONAS

Los anticuerpos anti-histonas estdn dirigidos contra proteinas
constituidas por aminoicidos bdsicos como arginina y lisina,
distinguiéndose cinco variedades principales de histonas, denominadas H1,
H2A, H2B. H3 y H4. Las histonas H2A y H2B son ricas en lisina,

mientras ¢l resto son ricas en arginina.

El isotipo mas frecuente de los anticuerpos anti-histonas es el de
clase IgM frente al de clase 1gG. Estos autoanticuerpos no son exclusivos
de AR. Se detectan en un 20-24% de los casos (72,76) y hasta en un 44%
de pacientes con positividad para FR (77). Su principal utilidad clinica es
servir como marcador serolégico del lupus eritematoso inducido por

farmacos (procainamida, isoniacida y nitrofurantoina) y de LES.
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ANTICUERPOS ANTI-ADN

Los anticuerpos anti-ADN bicatenarioc o0 nativo reconocen
determinantes antigénicos localizados en el enlace fosto-diéster de la
cadena de ADN y constituyen un marcador -serolégico de LES. Los
niveles séricos de anticuerpos anti-ADN fluctuan con la actividad de la
enfermedad. El depésito de inmunocomplejos ADN-anti-ADN a nivel
renal en los enfermos con LES confiere a estos anticuerpos un significado
patogénico. A diferencia de los anti-~-ADN monocatenario, ios anticuerpos
anti-ADN nativo se detectan de forma excepcional en pacientes con AR,
generalmente titulos o niveles bajos, en un 0.2% (78) a 0.6% (79) de los

pacientes.

Algunos estudios, con la técnica de Farr, detectan anticuerpos anti-
ADN en porcentajes que oscilan entre el 1% y el 9% de pacientes con AR
(72,80-85). Aunque en un pequetio porcentaje de los casos se demuestra
la presencia de anticuerpos anti-ADN nativo de alta avidez, generalmente
los resultados positivos se deben a reacciones cruzadas con ADN
monocatenario contaminante (86) o a anticuerpos anti-ADN nativo de
baja avidez (87). El interés clinico de estas dos variedades citadas es nulo
(73).

Los anticuerpos anti-ADN monocatenario aparecen hasta en el 4-
8% de los casos (72,78,88). Koffler y colaboradores (89), utilizando un
técnica de radioinmunoensayo, los detectan hasta en el 50% de los

pacientes.
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ANTICUERPOS  CONTRA ANTIGENOS NUCLEARES
EXTRAIBLES

Los ENA son macromoléculas acidicas no histonas, extraidas de la
fraccidon soluble salina de los nucleos celulares. Estos antigenos estdn
generalmente constituidos por proteinas asociadas a acidos ribonucleicos

(ARNSs) de pequenio tamanio, ricos en uridina.

ANTI-Sm Y ANTI-nRNP

Estos autoanticuerpos fueron descubiertos en sueros de pacientes
con LES (90-93). Lerner y Steitz (94) demostraron que reaccionan con
proteinas asociadas a acidos ribonucleicos pequenios (UARNs). Estas
particulas ribonucleoproteicas pequeiias (snRNPs) estin involucradas en
el "splicing" de los precursores de los ARNs mensajeros. (95-97). Los
determinantes antigénicos se localizan en la fracciébn proteica de las
particulas, dado que los autoanticuerpos son incapaces de inducir la

precipitacion de la fraccion no proteica de las snRNPs. (98)

El complejo Sm consta de los ARNs denominados Ui, U2, U4/6, y
U35, asociados a las proteinas denominadas B (de peso molecular 29 KD),
B (28 KD), D (16 KD) y E (13 KD). La reactividad de los anticuerpos
anti-Sm se dirige principalmente contra las proteinas B, B” y D. (99).
Existe, al menos, un epitopo comiin, dado que algunos anticuerpos

monoclonales son capaces de reaccionar con las tres proteinas.
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Los epitopos relacionados con los anticuerpos anti-nRNP se
localizan en la particula Ul snRNP, que contiene Ul ARN asociado a
proteinas de peso molecular 70 KD, 33 KD (denominada A) y 22 KD
(denominada C). Estas dos uitimas, las proteinas A y C, se unen a la
matriz nuclear mediante la proteina de 70 KD (100), que no es parte,
propiamente dicha, del complejo Ul snRNP. Ciertos sueros anti-nRNP
reaccionan también con las proteinas A" y B”", que junto al U2 ARN

forman el complejo U2 snRNP.

L.os anticuerpos anti-Sm D son exclusivos de los enfermos con
LES, aunque, mediante "inmunoblotting” (IB), se detectan anticuerpos
que reconocen las proteinas B y B” en otras conectivopatias, incluyendo

un porcentaje muy bajo (4%) de pacientes con AR (101).

Los anticuerpos anti-nRNP se detectan en un 95-100% de pacientes
con EMTC, en un 30-50% de pacientes con LES y en un pequerno
porcentaje de pacientes con otras enfermedades reumaticas (76,98). En la
AR, mediante técnicas de inmunodifusion o contrainmunoelectroforesis

(CIE), se han detectado en un 1-10% de pacientes. {(102-105).

En resumen, en la AR se detecta un bajo porcentaje de anticuerpos
dirigidos contra snRNPs, que reconocen, en IB, los péptidos A, BB' o C
aisladamente, nunca el de 70 kD o el D. Estos anticuerpos no son

precipitantes, y la CIE es negativa (106).

l.a presencia de anticuerpos anti-nRNP en AR se ha relacionado
con una mayor frecuencia de vasculitis (56) y otras manifestaciones

cxtraarticulares (107) en estudios realizados con hemaglutinacién pasiva,
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inmunodifusion ¢ CIE. Asimismo se han asociado con la presencia de
nédulos reumatoides cuando se detectan mediante enzimoinmunoensayo

(ELISA) con extracto total de timo de conejo (108).

ANTI-RO | §§-A

El antigeno Ro/SS-A es una particula ribonucleoproteica formada
por una proteina de 60 KD asociada a pequenos ARNs denominados
hY ARNs, con longitudes comprendidas entre 83 y 112 bases (109-113).
La funcidn de estas ribonucleoproteinas es desconocida, y su localizacién
celular depende del estado funcional de la célula, siendo nuclear en el
caso del SS-A, y citoplasmatica en ¢l denominado antigeno Ro. En los
ultimos anos se ha descrito un segundo componente proteico de la
particula Ro-ARN, una proteina de peso molecular 52 KD. Estudios
recientes muestran que el polipéptido de 52 KD no forma parte realmente
de la particula Ro y los anticuerpos anti-52KD no son estrictamente
anticuerpos anti-Ro, dado que dicho polipéptido no se une a los Ro-
hY ARN (114). Sin embargo, aunque se desconoce la relacion exacta entre
los anticuerpos anti-52KD y anti-Ro, suelen aparecer en las mismas
enfermedades, y la mayoria de los sueros anti-52KD contienen
anticuerpos anti-Ro (115). Una tercera proteina de 48 KD podria formar
parte también del compejo Ro, aungue no ha sido confirmado (116). Es
interesante destacar que los YARNs son especie-especificos, por lo que
los anticuerpos anti-Ro estin dirigidos selectivamente  contra
ribonucleoproteinas humanas (117), al contrario de lo que ocurre con

otros anticuerpos antiribonucleoproteinas.
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Los anticuerpos anti-Ro se detectan en un 60-80% de pacientes con
SS, en un 30-40% de pacientes con LES y, en una proporcion mas baja,
en otras conectivopatias (76,98). Se detectan en un 3-10% de pacientes
con AR (118-124), y en una proporcion algo mayor si se asocia a SS
(119,125,126). Los sueros de pacientes con AR, LES o SS, pueden
contener anticuerpos anti-Ro 60 KD nativo, detectado mediante CIE o
ELISA, pero el IB puede reconocer proteinas 60 KD-Ro y/o 52 kD. Los
anticuerpos anti-Ro (60 KD) aislados parecen ser més frecuentes en el
LES y en la AR (127), mientras los anticuerpos anti-Ro de 52 kD aislados

suelen aparecer en el SS primario (128) y en el lupus neonatal.

Aproximadamente un 15% de sueros anti-Ro positivo en
inmunodifusién son negativos en 1B (111,128), lo que sugiere que se
hallan dirigidos contra epitopos conformacionales de la particula Ro 60
KD nativa, ios cuales se pierden durante ¢l proceso de desnaturalizacion
de proteinas en el IB (45). La maycria de los sueros anti-Ro de 60 KD
parecen contener anticuerpos dirigidos, tanto contra el antigeno

desnaturalizado, como contra la proteina nativa (45).

Boire y colaboradores (45) sugieren que los pacientes con AR vy
anticuerpos anti-Ro presentan un curso clinico mas agresivo y peor
respuesta al tratamiento. Ménard y colaboradores (129) han definido un
subgrupo de AR caracterizado por la presencia de anticuerpos anti-Ro
nativo v la ausencia de anticuerpos dirigidos contra las proteinas Ro
desnaturalizadas. En este subgrupo, los pacientes muestran una AR tipica
y, tras varios anos de evolucidén, presentan algunas manifestaciones
clinicas y analiticas similares a las del LES (leucopenia, serositis, lesiones

de lupus cutineo subagudo y anticuerpos anti-ADN nativo).
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ANTI-LA | SS§-B

El antigeno La/SS-B es una proteina de 48 KD (130-132) de
localizacion predominantemente nuclear unida a diferentes ARNs virales
y humanos. Su funcién se relaciona con la terminacion de la transcripcion

por parte de la enzima ARN polimerasa 1. (133).

LLos anticuerpos anti-La se detectan mediante inmunodifusion 6 CIE
en un 50-60% de pacientes con SS, en un 10-15% de pacientes con LES y
en algunos pacientes con otras conectivopatias (76_.98). Con frecuencia
aparecen conjuntamente con anticuerpos anti-Ro, aunque no ocurre al
contrario (98). Los anticuerpos anti-La son poco frecuentes en la AR,
donde se hallan entre el O v el 1.7% de los casos (118,134), y entre el 3 y
el 8% si1 dicha enfermedad se asocia a SS (105,118,125,135). Mediante B
aparecen en un 6% de pacientes con AR (136) y hasta en un 22% si se

determinan mediante ELISA {137).

En conjunto, los anticuerpos anti-ENA en la AR se detectan en un
bajo porcentaje de pacientes, entre un 4 y un 16% utilizando técnicas de
hemaglutinacion, CIE o IB (103,136,138,139), y hasta en el 30% de los
casos utilizando ELISA (107). Parecen ser mas frecuentes en pacientes
con vasculitis  reumatoide (18%-70%  seglin las  técnicas)
(56,107,108,140,141) y asociarse a un peor prondstico vital de la
enfermedad (141).
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ANTICUERPOS ANTICITOESQUELETO

El citoesqueleto es un conjunto de proteinas que mantienen la
estructura y motilidad celulares, permitiendo asi la funciéon de las
organelas. El citoesqueleto estd forraado por 'trés tipos de estructuras
fibrilares: microfilamentos (actina), filamentos intermedios (vimentina,
queratina, desmina, filamentos gliales y neurofilamentos) y microtibulos
(tubulina) (142). Los sueros de pacientes con AR reaccionan

frecuentemente con la vimentina y la queratina (143).

Los anticuerpos antivimentina aparecen en un 54-80% de pacientes
y no son especificos de 1a AR (144-147). Los anticuerpos antiqueratina se
detectan en un 30-70% de casos (146-148) y suelen ser de clase 1gG. Se
detectan mediante IFI sobre cortes de esdfago de rata (145) y no se deben
a reacciones cruzadas con FR IgG (148). Se ha sugendo que son
especificos de AR (145, 149-151) y pueden aparecer en fases iniciales de
la enfermedad (152), incluso antes del inicio de los sintomas (148).
Vincent y colaboradores (153) revisaron 4080 pacientes publicados, 1694
con AR, y encontraron que los anticuerpos antiqueratina tienen una
sensibilidad de 46% y una especificidad dec 98% en la AR. Pueden
aparecer ocasionalmente en otras enfermedades (146,150) e incluso en
individuos sanos (154). Algunos estudios muestran que la especificidad es
menor, ya que se detectan hasta en un 10% de pacientes con otras
enfermedades reumaéticas, incluyendo esclerodermia (20%) v espondilitis
anquilopoyética (25%) (155). Scott v colaboradores (156) los encuentran
en 16 pacientes con esclerodermia. lLos anticuerpos antiqueratina se han

relacionado con una mayor frecuencia de ndédulos reumatoides, mayor
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actividad inflamatoria, presencia de FR y ANA vy peor pronéstico
(146.147.149-151).

ANTICUERPOS ANTICITOPLASMATICOS.

Los anticuerpos antinucleares especificos de granulocitos (GS-
ANA) fueron descritos en pacientes con sindrome de Felty (157) y se
detectan en un 75% de pacientes cdn AR vy en un 85-95% si Ia
enfermedad asocia neutropenia (158,159). Se han relacionado con
enfermedad mas grave. Actualmente se sabe que reaccionan contra
proteinas de los granulos azuréfilos citoplasmaticos de los neutréfilos

(160).

Los denominados factores antiperinucleares se detectan mediante
IF1 sobre células de la mucosa bucal humana (161). Aparecen en el 50-
86% de los pacientes con AR (151.155,162-166) y en individuos sanos
(163). Muiioz y colaboradores (155) encuentran una sensibilidad de 64%
y una especificidad de 80% en AR. Los anticuerpos suelen ser de clase
IgG vy el antigeno se localiza en granulos queratohialinos del citoplasma,
junto a la profilagrina (162). La presencia de factores perinucleares
séricos en AR se ha relacionado con enfermedad mds grave (167,168) y
con los anticuerpos antigueratina (162,169). Un estudio reciente no

encuentra correlacidén con la actividad clinica (155).



Introduccion 36

ANTICUERPOS ANTI-RANA ("RHEUMATOID ARTHRITIS
NUCLEAR ANTIGEN")

Los anticuerpos anti-RANA, descubiertos por Alspaugh vy
colaboradores (170.171) en pacientes con SS asociado a AR, se detectan
en un 70-90% de pacientes con AR, en otras conectivopatias y
enfermedades reumaticas, e incluso en controles sanos (119,172,173). El
antigeno RANA aparece exclusivamente en células infectadas por el virus
de Epstein-Barr (125). Es un antigeno muy soluble, de peso molecular 80
KD e idéntico al EBNA ("Epstein-Barr nuclear antigen") (172,174,175),
aunque la elevacién de los niveles de anticuerpos anti-RANA no siempre
es paralela al aumento de anticuerpos anti-EBNA (176). Probablemente
los anticuerpos anti-RANA y anti-EBNA s¢ unen a epitopos diferentes del
mismo polipéptido (177,178). Actualmente se acepta que estos
anticuerpos no son especificos de AR, no detectandose en fases precoces

de la enfermedad (179,180).

ANTICUERPOS ANTI-RA33

Los anticuerpos anti-RA33 fueron identificados por Hassfeld y
colaboradores (181-183) mediante la técnica de 1B con extractos
nucleares solubles de células HelLa El antigeno RA33 tiene un peso
molecular de 33 kD siendo resistente a la digestion con ADNsa y ARNGsa,

y sensible a la proteinasa K. Se ha demostrado que corresponde a la

proteina A2-hnRNP de la matriz nuclear (184).
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Los anticuerpos anti-RA33 aparecen en el 33% de AR
(181,184,185), pero también en LES y EMTC (184,185). Por tanto, la
sensibilidad y la especificidad de dichos anticuerpos en la AR es sdlo de
un 35 y 78% respectivamente. En estos estudios no se encuentra ninguna

correlacion clinca.

OTROS ANTICUERPOS

En la AR se detectan anticuerpos séricos anti-colageno II en un
15% de pacientes. No son especificos (186,187) y no aparecen al inicio de
la enfermedad (188). Se detectan anticuerpos anticardiolipina en un 13-

33% de pacientes (189,190), sin ninguna correfacion clinica.

Recientemente se han detectado mediante [F1  anticuerpos
antiproteus en el suero de pacientes con AR. Se ha sugerido que esta
respuesta es especifica (191), pero puede deberse a reacciones cruzadas
con otros anticuerpos 0 a una activacion policlonal. En dichos pacientes
no se detectan otros anticuerpos antibacterianos ni antivirales (191-193),
ni s¢ relactona la presencia de anticuerpos antiproteus con
autoanticuerpos (193). Los ftitulos antiproteus son significativamente

mayores si la enfermedad es muy activa.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE ARTRITIS REUMATOIDE

Ninguno de los autoanticuerpos citados son especificos de AR,

incluyendo los anticuerpos anti-RA33, recientemente descritos (184). El
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FR es el dato seroldgico mas 1itil entre los posibles marcadores de la AR.
Aparece en solo el 70% de los pacientes y, con frecuencia, no se detecta
desde las fases iniciales de la enfermedad. No es especifico de AR, aunque
su deteccion ha sido incluida como uno de los criterios de clasificacion de

la AR (194).

ANTICUERPOS ANTI-SA

Los anticuerpos anti-Sa fueron identificados en el curso de ensayos
destinados a 1dentificar los diferentes polipéptidos asociados a la particula
Ro-ARN (195). Utilizando extractos de bazo humano, se identificaron
sueros que reaccionaban en IB con una proteina de 48-50 KD no
identificada previamente (196). Se denominaron anticuerpos anti-Sa en
referencia a que el primer suero identificado pertenecia a una paciente

llamada "Savoie” (196).

El antigeno Sa se obtiene de extractos salinos de bazo y placenta
humanos, pero se desconoce su localizacion celular y su naturaleza. Se ha
detectado en la membrana sinovial de pacientes con AR (197). Es un
antigeno poco soluble, resistente a ribonucleasas y ncuraminidasa vy
sensible a tripsina (198). Los anticuerpos anti-Sa no precipitan en geles de
agarosa y la precipitacidn inmune contra células Hel.a 32p demuestra que

no esta asociado a ARNs (199,200).

Las electroforesis realizadas en geles de pohacrilamida en
condiciones nativas y desnaturalizadas, muestran que es diferente a otros

autoantigenos conocidos. Los sueros con anticuerpos anti-ENA no
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reaccionan con el antigeno Sa en IB y el patrén de bandas obtenido es
diferente. Ademas, la frecuencia de los anticuerpos anti-Sa en AR es

diferente de la encontrada con otros autoanticuerpos.

Los anticuerpos anti-Sa se detectan mediante IB en un 30-40% de
pacientes diagnosticados de AR, y parecen ser especificos de la
enfermedad (71, 196, 200, 201). Los primeros estudios clinicos sugieren
que los anticuerpos anti-Sa definen uri subgrupo de AR grave, con mayor

incidencia de manifestaciones extraarsiculares (202).

En un estudio reciente que incluia 482 pacientes con AR y otras
conectivopatias, asi como controles sanos, los anticuerpos anti-Sa como
prueba diagndstica de AR presentaban una sensibilidad del 42.7%, una
especificidad de 98.9%, un valor predictivo positivo de 96.7% vy un valor
predictivo negativo de 69.8% (203). Los valores predictivos elevados
sugieren una postble implicacion patogénica de los anticuerpos anti-Sa en

un subgrupo de pacientes con AR.

Existen indicios consistentes en favor de la implicacién del sistema
antigénico Sa en la patogenia de la AR. En primer lugar, la alta
especificidad de los anticuerpos anti-Sa para AR. En segundo lugar, su
alta prevalencia. Tercero, el hecho de que los anticuerpos anti-Sa se
detectan desde las fases iniciales de la enfermedad (200, 202, 204) y son
de tipo IgG, lo que sugiere que se esta produciendo, ya desde el comienzo
de la enfermedad, una respuesta autoinmune dirigida por el antigeno. En
cuarto lugar, la presencia del antigeno Sa en el pannus inflamatorio
sugiere la formacion "in situ” de anticuerpos anti-Sa, y sugiere un posible

papel patogénico del antigeno en la imiciaciéon y mantenimiento del
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proceso destructivo crénico observado en la AR (197). En quinto lugar,
se ha identificado un polipéptido de 48 KD en inmunocompiejos
circulantes de pacientes con AR (205) Finalmente, e! estudio longitudinal
de pacientes con AR en cuyo suero se detectd anti-Sa. demostré la
fluctuacién del mismo segin la evolucidn de la enfermedad, apareciendo
en los periodos de mayor actividad y negativizandose en fases de remision
(206). Hay datos sugerentes de una aparente modulacion de la respuesta

por tratamientos antirreumarticos.

Estos hechos diferencian el sistema Sa de otros marcadores
autoinmunes asociados con la AR. Desde 1988, los Servicios de
Inmunologia (profesor E. Fernindez-Cruz) y Reumatologia (profesor E.
Carreno) del Hospital Universitario "Gregorio Maranén”, Universidad
Complutense de Madnd, colaboran con la Unmdad de Enfermedades
Reumaticas y el Laboratorio de Inmunoreumatologia (profesores Henri-A
Ménard y Gilles Boire) del Centro Hospitalario Universitario,
Universidad de Sherbrooke, Québec, en el estudio de! sistema autoinmune
Sa/Anti-Sa; el estudio de su valor diagndstico y prondstico; y la
purificacién, caracterizacion e identificacion del antigeno Sa.
Actualmente, los anticuerpos anti-Sa se detectan mediante 1B, y se trabaja
en la optimizacion de una técnica de ELISA con antigeno Sa purificado, si
bien los problemas para obtener dicho antigeno (207), hacen dificil, por

el momento, su utilizacidon rutinaria.
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JUSTIFICACION

La deteccion de los anticuerpos anti-Sa puede ser aul en el
diagnéstico precoz de la AR. El principal problema que se plantea es que
la técnica de deteccion de los anticuerpos anti-Sa, el IB, es laborioso y
complejo y, en la practica, no puede utilizarse como prueba de despistaje
de la enfermedad en la poblacion general. La IFI seria el método
alternativo 1déneo por su sencillez y bajo costo. Sin embargo,
actualmente, se desconoce cudl es el patrén de inmunofluorescencia anti-
Sa, s1 es diferente a otros patrones nucleares o citoplasmaticos, cudl es la
localizacion subcelular del antigeno S$a, y cual es el sustrato 1déneo para
obtener una adecuada tincién de fluorescencia. Por otro lado, la
localizacién del antigeno Sa a nivel subcelular, tendria el interés de

permitir esclarecer el posible pape! biolégico de dicho antigeno.

Debido a lo anteriormente expuesto, proponemos los siguientes

objetivos :
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OBJETIVOS

1.- Estudiar y caracterizar el patron de inmunofluorescencia anti-Sa en

diferentes sustratos v establecer el sustrato idéneo para su deteccion. |

2.- Evaluar la sensibilidad del método IFI para deteccion de anticuerpos

anti-Sa, comparandolo con la técnica de referencia (IB).

3.- Determinar el valor semicuantitativo del método de IFI para la

deteccion de anticuerpos anti-Sa.
4.- Investigar la localizacion del antigeno Sa a nivel subcelular.

5.- Determinar la utilidad diagndstica de la deteccion de anticuerpos anti-
Sa mediante 1Fl. Estudio de las correlaciones entre los pardmetros
clinicos y los anticuerpos anti-Sa detectados por IFl. Estudio comparativo

con la técnica de referencia (IB).
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MATERIAL Y METODOS

1. TECNICAS EMPLEADAS

En la tabla V se resumen las principales técnicas empleadas para la

deteccion de autoanticuerpos.

TABLA V. Esquema de metodologia de trabajo

TECNICA Sustrato o AUTOANTICUERPOS
extracto DETECTABLES
Inmunofluorescencia Tejidos de rata |ANA, AMA, ASMA,

indirecta (IFD)

CPG

| Células HEp-2

ANA

Tejidos de mono

AAA. AAT. ICA

Neutrofilos ANCA

Higado humano | ANA. AMA, LKM

Placenta {AAC

Células JAR ANA, AMA
Contrainmunoelectro- |[Timo ENA ]
foresis (CIE) Placenta ENA
Enzimoinmunoensayo | Histonas AAH
(ELISA) ADN native ADNnD
"Inmunoblotting" (IB) |Timo ENA

Placenta ENA. SA

Abreviaturas : ANA : anticuerpos antinucleares; AMA : anticuerpos antimitocondriales;
ASMA : anticuerpos anti-musculo hso; CPG : anticuerpos anti-células parietales gastricas;
AAA : anticuerpos anti-adrenales; AAT : anticuerpos antitiroideos; ICA : anticuerpos
contra células de los islotes pancredticos; ANCA : anticuerpos anti-citoplasma de
neutrofilos; LKM : anticuerpos antimicrosomales hepatorrenales; AAC : anticuerpos anti-
c1totrofob1ast1cos ENA : anticuerpos conira antigenos nucleares extraibles; AAH :

anticuerpos antihistonas; ADNn : anticuerpos anti-ADN nativo; SA : anticuerpos anti-Sa.
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1.1. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

1.1.1. PROCEDIMIENTO GENERAL

La IFI se realizo segéin la técnica de Roitt y Doniach, con algunas
modificaciones (208). Los sueros a estudiar son diluidos en "buffer”
salino fosfato (PBS) (fosfato sodico 0.01 M, cloruro sédico 0.14 M, pH
7.2). Como control de la técnica se utilizan en cada ensavo un suero
humano normal como control negativo v un suero positivo para diversas
especificidades  (anticuerpos  antinucleares, antimitocondriales §
antimusculo liso). Se colocan 50 uL de las diluciones apropiadas de los
sueros a testar sobre el sustrato elegido, y se imcuban a temperatura
ambiente durante 30 minutos en camara hdmeda. Sobre sustrato de

placenta humana se incrementd a 60 minutos el tiempo de incubacion.

A continuacidn, se lavan los portaobjetos tres veces, con agitacién
suave, durante un total de 10 minutos, utilizando PBS, para eliminar el
exceso de suero no fijado al sustrato. Posteriormente, se realiza una
incubacion con inmunoglobulina de conejo anti-humana polivalente
conjugada con fluoresceina v azul de Evans (Bios GmbH, Miinchen,
Germany), incubando 30 minutos a temperatura ambiente en camara
hameda. Los portaobjetos son lavados en PBS, como se describié
anteriormente, y cubiertos con un cubreobjetos en medio de montaje (2
volamenes de glicerol y un volumen de NaOH 0.017 M, NaCi 0.18 M,
ghicina 0.29 M, pH 8.6). Los portaobjetos son examinados mediante
microscopio de fluorescencia (NIKON Optiphot, Japan). Se anota el

patron de fluorescencia y la intensidad de [a misma.
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1.1.2. PREPARACION DE SUSTRATOS PARA TECNICA DE
IFI

1.1.2.1. HIGADO. RINON Y ESTOMAGO DE RATA
(BLOQUE COMPUESTO)

A una rata "wistar" sacrificada, de aproximadamente 250 g de peso,
se le extraen el higado, los rifones y el estdmago, de los cuales se hacen
bloques de tamanos apropiados para los pocillos utilizados en la técnica.
Los tejidos, cohesionados mediante medio de inclusion OCT (Tissue Tek
Compound, Miles Elkhart Inc., USA) se congelan, ya dispuestos sobre
platinas, por inmersiéon en nitrégeno liquido, manteniéndose hasta tres
meses a -400C, Posteriormente, utilizando un criostato, se realizan cortes
de los tejidos de 4 um de espesor y se transfieren a portaobjetos de 4
pocitlos de 9 mm (Cultek, Espafia), secandose al aire con ventilador,
durante aproximadamente una hora, utilizdndose posteriormente como

sustrato para la técnica de IFL

1.1.2.2. LINEA CELULAR HEp-2

La Iinca HEp-2 es una linea tumoral de carcinoma laringeo
humano. Las células crecen en monocapa y son adherentes. Como norma
general, se siembran 25.000 células por cmZ2, por lo que en un "flask” de
80 cm?2 se colocan 2 x 100 células, manteniendolas en estufa a 370C en
una atmosfera de 5% de CO2. Como medio de cultivo se utiliza medio
RPMI con adicién de glutamina 2%, solucién antibidtica 2% y suero de

ternera fetal 10%. el cual se cambia al segundo dia. Durante el cultivo
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debe vigilarse e! grado de confluenciz para realizar los "pases” del cultivo
en el momento apropiado, y el color del medio, que es indicativo del pH y

por tanto del consumo de nutrientes de las células.

Para preparar muestras congeladas de células HEp-2, se utiliza un
medio de congelacion con suero de temera fetal, con adicion de
dimetilsulféoxido (DMSO) al 20%. guardandolas a largo plazo en un
congelador de nitrégeno liquido. Se procede a su descongelacion
posteriormente. en un bano a 379C y se lavan las células dos veces con

medio de cultivo, resuspendiendo y colocando las células en un "flask”.

La preparacion de las células para sustrato de [Fl a partir del
cultivo celular, se realiza mediante el procedimiento descrito a
continuacion : los portaobjetos se sumergen en etanol y posteriormente se
flamean y esterilizan en autoclave durante 45 minutos a 1400C. El
sobrenadante del medio de cultivo se aspira, y el contenido restante se
lava dos veces con PBS (pH 7.4). Se anaden 2 mL de solucion de tripsiha—
EDTA (BIOCHROM) y se coloca el "flask” 3 minutos a 370C en estufa.
Posteriormente se agita el contenido con el fin de conseguir el maximo
despegamiento celular, y se afiaden 10 mL de medio de cultivo para parar
la tripsinizacion. Se recoge el producto en un tubo y se ceatrifuga 10
minutos a 400 g. Posteriormente se realiza recuento de las células y
estimacion de la viabilidad diluyendo las células 1:10 en azul tripan al
0,1% en suero fisiologico (450 uL de solucién de azul tripan y 50 uL de
células). La muestra se ajusta a una concentracion de 50.000 células/mL y
se toman muestras de 60 uL., conteniendo 3.000 céiulas por pocillo, para
realizar preparaciones de citocentrifuga. Los portas, colocados en placas

de Petri, se dejan en estufa hasta el dia siguiente. Después se procede a su



Material v métodos 47

fijacion, sumergiendo los portas en PBS calentado a 370C y
posteriormente en metanol enfriado a -2090C durante 10 minutos. Se
realizan dos lavados con PBS en agitacion continua y finalmente se seca la

zona situada entre los pocillos, quedando listos para la técnica de IFL.

1.1.2.3. TEJIDOS DE MONO

Se utilizaron preparaciones comefciales de diversos tejidos de mono
( Cynomolgus SP ) (BIOS GmbH, Miinchen, Germany). Los iejidos se
presentan en cortes de 4 um de espesor, preparados en portaobjetos de 4
pocillos. Se emplearon muestras de corteza adrenal, islotes pancreaticos y
tiroides de mono, sustratos empleados habitualmente en la determinacion

de diversos autoanticuerpos organoespecificos.

1.1.2.4. NEUTROFILOS HUMANOS

Las preparaciones de neutréfilos humanos s¢ obtienen mediante el
siguiente procedimiento : en tubos de 10 mL de fondo redondo, se ponen
3 mL de POLYPREP (Hucoa-Eridss) por tubo. La sangre heparinizada se
diluye I:1 con PBS (pH 7,4) y se colocan aproximadamente 5 mL de la
dilucidén, de forma cuidadosa, en cada uno de los tubos que contienen
POLYPREP, evitando la mezcla de la sangre con dicho producto. Se
centrifuga a 1.000 g durante 30 minutos, a temperatura ambiente.
Posteriormente se recoge el material de la interfase entre la sangre y el
POLYPREP, que contiene los polimorfonucleares. Dicho material se lava

mediante mezcla con PBS y posterior centrifugacion a 500 g durante 10
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minutos a temperatura ambiente. Se decanta el sobrenadante y se
resuspende el "pellet”, realizando otros dos lavados con PBS a 500 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los hematies contaminantes se
eliminan mediante la adicion de 1 ml. de agua destilada y agitacion de 1
minuto entre el segundo y el tercer lavados. El producto final se
resuspende en 1 mL de PBS. La composiciéon celular se analiza mediante
dilucién 1:10 con azul de Turk vy visualizaciéon microscopica para
comprobar su composicién mayoritaria de polimorfonucleares. Se anaden
9 ml. de PBS y se cuentan las células mediante observacién en camara de
Neubauer. Tras una nueva centrifugacion a 500 g durante 5 minutos a
temperatura ambiente, se resuspende el "peilet” en cantidad suficiente de
PBS para ajustar a una concentracion final de 5 x 109 células/mL. Se
toman muestras de 100 uL, conteniendo 50.000 células por porta, para
realizar preparaciones de citocentrifuga. Sin dejar que se sequen las
preparaciones, se introducen en etanol (98%) enfoiado previamente a
40C, Las preparaciones se conservan sumergidas en etanol a -400C
durante varios dias en caso de no ser utilizadas de inmediato. Antes de su
uso, se¢ dejan a temperatura ambiente durante 5-10 minutos y

posteriormente se utilizan como sustrato para la técnica de iFI.

1.1.2.5. HIGADO Y PLACENTA HUMANOS

Las muestras de higado humano fueron obtenidas durante Ia
realizacion de biopsias hepaticas diagnésticas, utilizdndose exclusivamente
aquellas muestras sanas segin los criterios anatomopatolégicos. Las
placentas se obtuvieron, tras el consentimiento cormrespondiente, de

mujeres sanas y tras partos cutocicos a término. Una vez eliminadas las
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membranas, el corddn y la mayor cantidad posible de sangre, se eligié un

cotileddn de la parte central de la placenta.

Ambos tipos de tejido se disponen como bloques cubicos de
aproximadamente 0.7 cms de lado, que se congelan con nitrogeno liquido
y se mantienen en arcén congelador a -700C hasta realizar ¢l ensayo.
Posteriormente s¢ cortan mediante criostato, con ¢l mismo método
descrito para los tejidos de rata (punto 1.1.2.1), utiliz&ndose como

sustrato para la técnica de IFL

1.1.2.6. LINEA CELULAR JAR

La linea celular JAR procede de un coriocarcinoma humano. Son
células adherentes, de crecimiento en monocapa, tamano grande, con
nicleo voluminoso y citoplasma escaso. Secretan al medio gonadotropina
coridnica y lactdégeno placentario. El subcultivo de las células se realiza
segln el siguiente protocolo: se retira el sobrenadante del cultivo y se
afladen 5 mL de solucidon de tripsina-EDTA (BIOCHROM) para un
"flask" de 75 cm2. Se deja actuar la tripsina durante 5 minutos, agitando
suavemente y se dispersan las células con la ayuda de una pipeta Pasteur
de plastico. Una vez pasadas a un tubo universal de 20 mL se anaden 2
volumenes de medio de cultivo complementado (RPMI 1640, suero de
ternera fetal descomplementado al 10%, L-glutamina al 0.5%, solucién
antibidtica al 0,5% de gentamicina al 4%, cloxacilina al 12% y ampicilina
al 12%; v Hepes al 2%). Se centrifugan a 300 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se decantan y se resuspende ¢l sedimento,

repitiéndose la misma operacidn, y posteriormente se decantan y se
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resuspenden en un volumen adecuado para contarlas. El contaje se realiza
en camara de Neubauer, diluyendo las células 1:10 en azul tripan al 0,1%
en suero fisiologico (450 pl. de solucion de azul tripan y 50 uL de
células). Las células se siembran a uma concentracion de 750.000

células/15 mL en un "flask” de 75 cm? y se dejan crecer durante tres dias.

Las células se siembran posteriormente en placas de 8 pocillos, con
300 uL de medio de cultivo y 103 células por pocillo. Se incuban durante
48 horas en estufa a 37°C y con atmosfera de CO2 al 5%. A las 48 horas
se tripsinizan, s¢ lavan y sc¢ preparan portas para citocentrifuga,
dispensando 15.000 células por porta, y se centrifugan a 400 r.p.m.
durante 10 minutos. Posteriormente se fijan las células con etanol : acético
(95 : 5 v/v) a 49C durante 20 minutos y se lavan los portas con PBS

durante 10 minutos, quedando preparado el sustrato para IFL

En algunos ensayos se utilizaron células JAR estimuladas. Para ello,
se trataron las células JAR con diversos estimulos de la actividad P450
aromatasa, a varias concentraciones de los productos. Con esta finalidad
se utilizaron dibutiril-AMPc (a concentraciones 0.01 mM, 0.1 mM y 1
mM), teofilina (0.01 mM, 0.1 mM y | mM), phytohemoaglutinina (1
mg/mL y 10 mg/mL) y finalmente phorbol myristate acetate (PMA) (10
mg/mL v 50 mg/mL).

Se siembran 103 células en placas de 24 pocillos, con 500 uL de
medio de cultivo complementado. Se anaden a cada pocillo 10 uL de cada
una de las diluciones de los estimulos, previamente preparadas, y se

incuban durante 24 horas a 370C en camara hameda, con un 5% de CO2.
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A las 24 horas se tripsinizan, se lavan y se preparan como sustrato para

realizar la tecnica de IFl segun el sistema anteriormente descrito.

{.2. TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

1.2.1. PROCEDIMIENTO GENERAL

La CIE se realizd siguiendo el método de Kurata y Tan (103),
utilizando una cdmara de electroforesis ATOM AC/15. Los sueros se
descomplementan manteniéndolos a 5609C durante 30 minutos,
diluyendose 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8 en PBS. En cada portaobjetos se colocan
0,5 mL de una solucion de agarosa al 1%, cubriendo toda la superficie.
Después de un secado de 24 horas a temperatura ambiente con ventilacién,
se colocan en cada porta 3,5 mL de agarosa al 0,6% (agarosa 0,6%,
polietilenglicol 0.8%, veronal 0,05 M: pH 8,6). A las 24 horas se realizan
dos filas paralelas de pocillos de 3 mm de diametro, separadas entre si 4
mm. Los portas se colocan en la cubeta de electroforesis conteniendo 250
mL. de soluciéon de veromal 0,05 M (pH 8,6), aplicando 30 uL de los
sueros a estudiar en las filas izquierdas de los portas, a las diluciones
elegidas. Después de realizar la electroforesis, 10 minutos a 3 mA, se
aplican 30 pL del extracto antigénico apropiado en los pocillos
practicados en las filas derechas de los portaobjetos. Posteriormente se
realiza una electroforesis de 45 minutos a 3 mA y se guardan los

portaobjetos en cdmara himeda a 4 grados hasta su lectura. Se considera
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positiva la presencia de autoanticuerpos en el suero problema cuando se

obtienen reacciones de identidad con Jos sueros de referencia positivos.

1.2.2. PREPARACION DE EXTRACTOS ANTIGENICOS
PARA CIE

1.2.2.1. EXTRACTO DE TIMO DE CONEJO

Se utilizé timo de conejo precipitado con acetona y hofilizado. La
extraccion se realizo a 40C siguiendo el protocolo de Kurata y Tan (103)

con algunas modificaciones (209-211).

El liofilizado de timo se suspendié en Tris-HCI 50 mM, NaCl 350
mM (pH 7.4) manteniendo una concentracién de 90 mg/mL y se
anadieron 100 uL de fluoruro de metil fenil sulfonilo (PMSF) (0,087 g de
PMSF en 10 mL de etanol). La suspension se sometidé a una agitacién
vigorosa a 40C durante 4 horas, y se centrifugd 45 minutos a 10.000 g. El

sobrenadante se lofilizé y se conservé a -400 C hasta su utilizacion.

1.2.2.2. EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA

Se prepara segin el métode de Clark y col. (211) con algunas
modificaciones (212-213). Las placentas se obtuvieron, tras el
consentimiento correspondiente, de mujeres sanas y tras partos eutdcicos a

término.
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Una vez eliminado el tejido fibroso las placentas se lavaron con
suero fisiologico, para eliminar la mayor cantidad posible de sangre
coagulada, se pesaron y trocearon y. en algunos casos, se congelaron a
-700C. Las diferentes etapas de la extraccion se realizaron en camara fria
a 40C.

LLa placenta, fresca o previamente congelada, se homogeneiza en
un homogeneizador de aspas (Moulinex, Espafia) durante 15 minutos en
"buffer” de homogeneizacidn (Tris 50 mM., NaCl 120 mM, PMSF 1.5
mM, EDTA 1 mM, NaN3 al 0,02%), manteniendo una relacién 1:4 (p/v).
El homogeneizado se agit6é durante 1 hora en dicho "buffer” para extraer
los antigenos solubles, Posteriormente se centrifugd a 16.000 g durante |
hora. El sobrenadante se dializdé contra el mismo "buffer” durante toda la
noche. Posteriormente se mezclé con dietilaminoetilcelulosa (DEAE-52,
Whatman, England), 500 mg por gramo de tejido, previamente diluida en
"buffer” de homogeneizacion. La mezcla se agité6 suavemente durante 1
hora, y se lavd con el mismo "buffer” hasta no detectar proteina en el
eluido. Las proteinas unidas a la resina se eluyeron mezclandola durante 1
hora con 650 mL de "buffer" de extracciéon (Tris 50 mM pH 7.4, NaCl
300 mM, PMSF 0,1 mM, EDTA 1 mM, NaN3 al 0,02%), en agitacion
suave. El eluido obtenido se dializo durante toda la noche contra acetato
amoénico 5 mM, se congeld y posteriormente se liofilizé y se conservé a

-70°C hasta su utilizacion en IB o CIE.



Material v métodos 54

1.3. TECNICA DE ENZIMOINMUNOENSAYO

Las técnicas de ELISA se realizaron con sistemas comerciales,
signiendo las instrucciones del fabricante para cada ensayo (QUANTA
LITE dsDNA, QUANTA LITE Histone, INOVA DIAGNOSTICS, San
Diego, CA). Los antigenos, altarnente purificados por el fabricante,
proceden de timo de conecjo y se adhieren a los pocillos de las placas de
poliestireno en las condiciones necesarias para conservar el antigeno en
estado nativo. Los sueros de los pacientes se diluyen 1:100 con el
diluyente suministrado en el sistema. En cada ensayo se utilizan sueros
control positivos y negativos, sin diluir, suministrados por el fabricante,
asi como controles positivos v negativos, procedentes de nuestro
laboratorio, para control interno de la técnica. Todas las determinaciones
se realizan por duplicado, colocando en cada pocillo 100 uL de cada
dilucién. incubando la placa en una cdmara humeda a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se lavan las placas tres
veces con la solucion de lavado del sistema, para climinar los anticuerpos
no unidos al antigeno, y se anaden en cada pocillo {00 yL. de anti-IgG
humana marcada con peroxidasa, realizando una incubacién de 30
minutos en camara himeda a temperatura ambiente. Se realizan de nuevo
tres lavados de la placa y se anaden 100 ul. de cromédgeno en cada pocillo,
incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasados los cuales
se detiene la reaccién con 100 uL de acido sulfirico 0,175 M. Finalmente,
se leen las placas en un lector de ELISA Modelo 3550 (Bio Rad
Laboratories, Richmond, CA). Las densidades 6pticas, medidas a 450 nm,
se calculan teniendo en cuenta los valores de los pocillos "blanco” y
realizando la media aritmética entre los duplicados. La conversién a

unidades internacionales por mL se realizé en base a la densidad 6ptica
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producida con el calibrador suministrado por el fabricante. Los valores
de corte para determinar la positividad de los sueros, se establecieron en
la media mas tres desviaciones estandar de una serie de cincuenta sueros

humanos normales.

1.4. TECNICA DE "INMUNOBLOTTING"

1.4.1. PROCEDIMIENTO GENERAL

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizé segin el
método de Laemmli (214), utilizando un sistema Mini Protean I cell (Bio
Rad Laboratories, Richmond, CA). El extracto a utilizar, a una
concentracion de 0,8 mg/mL, se diluye 1:1 en glicerol 10%, tris-HCI 25
mM, 2-mercaptoetanol 10% y dodecilsulfato de sodio (SDS) 2,5% (pH
6.8), se hierve durante 5 minutos y se centrifuga un minuto a 12.000 g. El
sobrenadante se somete a electroforesis en geles de poliacrilamida
(T:18%) a 200 voltios durante 45 minutos, utilizando una solucion salina
de glicina 192 mM, tris-HC] 25 mM y SDS 0,1% (pH 8,3). Las proteinas
desnaturalizadas se transfieren electricamente (100 voltios, 75 minutos)
desde ¢l gel a un papel de nitrocelulosa de 9 x 6,5 cm (Amersham, UK)
en glicina 192 mM, tris-HCI 25 mM y metanol 20%, segiin el método de
Towbin y cols (215). Una vez realizada la transferencia, se bloquea el

papel con albimina bovina 3% duranie un minimo de 12 horas.

El papel de nitrocelulosa se incuba durante 1 hora con sueros de
referencia y sueros problema diluidos 1:5, utilizando un incubador

multiple 28X2 (Miniblotter [I, Immunetics, Cambridge, MA).
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Posteriormente, el papel de nitrocelulosa se lava en Tris-HCI 10 mM,
NaCl 150 mM y Tween-20 0,01% (pH 7.4) y se incuba durante un
minimo de 90 minutos con anti-IgG, (horseperoxidase-conjugated goat
anti-human 1gG, Nordic Laboratories, UK) dituida 1:1000 en la solucién
de lavado. La reaccion se visualizé con 4-cloro 1-naftol y H20O2 en etanol
al 20% en agua destilada. Para detener la reaccion de coloracién, se lavo
el papel de nitrocelulosa dos veces con agua destilada. Los pesos
moleculares de los polipeptidos reconocidos por los anticuerpos
detectados fueron calculados por comparaciéon comn proteinas de peso
molecular conocido (Low Molecular Weight Standard, Pharmacia,
Sweden). Las reacciones fueron leidas independientemente por dos
observadores. En cada ensayo se u:ilizaron sueros control positivos de
diferentes especificidades, asi como suero humano normal como control
negativo. Se consideré reaccion positiva cuando el suero del paciente
mostraba un patron idéntico al de los sueros control positivos de

referencia, y ambos observadores coincidian.
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1.4.2. PREPARACION DE EXTRACTOS PARA TECNICA DE
"INMUNOBLOTTING"

1.4.2.1. EXTRACTO DE TIMO DE CONEJO

El extracto de timo de conejo empleado en la técnica de IB se

obtuvo segin procedimiento descrito anteriormente en el apartado

v e @ A -

1.4.2.2. EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA

El extracto de placenta humana empleado en la técnica de IB se

obtuvo segan procedimiento descrito anteriormente en el apartado
1.2.2.2.

1.4.2.3. MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA

Las mitocondrias de higado de rata se obtuvieron por el
procedimiento de Griffiths (216). Se sacrifican dos ratas "wistar" de 250
gr de peso, a las que se extrae el higado. Se colocan los higados en un
recipiente sobre hielo picado y se lavan repetidas veces con "buffer” de
homogenizacién (sacarosa 200 mM, Hepes-NaOH 10 mM, pH 7.4). Se
cortan en trozos pequenos y se homogeneizan en 120 mL del "buffer”
descrito, en un homogeneizador tipc Potter (Braun Biotech S.A., Espaiia)

a 800 r.p.m., con cinco pasadas de 10 segundos. Se centrifuga a 2.000 g
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durante 15 minutos, recogiéndose el sobrenadante. Tras retirar
cuidadosamente la capa de lipidos de la parte superior, se completo hasta
250 mL con el mismo "buffer", centrifugando durante 10 minutos a 9.000
g. Se deshecha el sobrenadante y se completa hasta 80 ml., repitiendo la
centrifugacion dos veces mas. Se resuspende en "buffer”, para conseguir

una concentracion proteica final de entre 80 y 100 mg/mL.

1.4.2.4. FRACCIONES CELULARES DE PLACENTA
HUMANA

Las fracciones celulares se obtuvieron mediante el protocolo de
centrifugacion diferencial de Graham (217), mostrado esquematicamente
en la figura 2. Se obtiene una placenta humana fresca y se procesa para su
limpieza siguiendo la metodologia anteriormente descrita. Se homogeiniza
en "buffer" de homogeneizacion (Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, sacarosa 0.25
M, sulfato de magnesio 1 mM, cloruro céalcico | mM y PMSF 1 mM),
utilizando un homogeneizador de aspas (Moulinex, Espana), durante 10

minutos a 40C y filtrando posteriormente a traves de dos gasas.

Se centrifuga el homogeneizado a 1.000 g durante 10 minutos en
tubos de 50 mL, utilizando un rotor de tambor modelo $S-34 en una
centrifuga Sorvall RC-5B. De esta forma se obtiene un "pellet” (P1), que
contiene principaimente material nuclear, y un sobrenadante (SI) que
posteriormente se centrifuga a 3.000 g durante 10 minutos en tubos de 50
mL v con idéntico rotor. Asi se obtiene un segundo "pellet” (P2), que
contiene, en su mayoria, mitocondrias y fragmentos de membrana

plasmatica (fraccién de mitocondrias). El sobrenadante (S2) se centrifuga
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a 10.000 g durante 20 minutos en botes de 250 ml utilizando un rotor
GSA. Se obtiene asi un tercer "pellet” (P3), constituido por mitocondnas,
reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, microsomas y peroxisomas.
Finalmente se obtiene un sobrenadante (S3). Todos los extractos son
posteriormente liofilizados, utilizando un concentrador - liofilizador
modelo Speed-Vac liofilization chamber (Savant), hasta su utilizacion para

la técnica de 1B.
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Figura 2.- Preparacion de fracciones celulares de placenta

humana mediante centrifugaci(‘m diferencial.

HOMOGENEIZADO DE PLACENTA

v

1000 g X 10 MINUTOS
Tubos de 50 mL > —
Rotor de tambor

Nicleos, hojas de
membrana, mitocondrias
grandes, células intactas

H—e ()

Mitocondrias grandes,
fragmentos de
membrana

H— ()

Mitocondrias, lisosomas,
peroxisomas. aparato de

S]

3000 g X 10 MINUTOS
Tubos de 50 mL
Rotor de tambor

S2

10000 g X 20 MINUTOS
Botes de 250 mi
Rotor GSA

S3 rugoso

Microsomas de reticulo endoplasmico
liso y rugoso, aparato de Golgi, fracciéon
soluble.

Golgti, reticulo endoplasmico




Material y métodos 6l

1.5. ENSAYOS DE ADSORCION

En todos los ensayos de adsorcion se utilizaron aquellos sueros de
pacientes con AR que, mediante técnica de IF1, habian dado fluorescencia

de patron anular sincitial sobre placenta humana a una dilucién 1/20.

1.5.1. ADSORCION CON ANTIGENO SA PURIFICADO

El antigeno Sa purificado fue suministrado por la Dra. Escalona.
Para su obtencidn se siguié un procedimiento basado en cromatografia de
afinidad a partir de fraccién mitocondrial de placenta humana (207). Se
incubaron 100 uL de antigeno Sa, a concentraciones de 1, 2, 5 y 10
ug/mL, con 100 pL de los sueros de los pacientes diluidos 1:3 con PBS,
durante 48 horas a 4°C. Pasado el tiempo de incubacidn, se centrifugaron
a 1.500 g durante 20 minutos y se recogieron los sobrenadantes, que

fueron empleados a continuacion en técnica de IFL.

1.5.2. ADSORCION CON FRACCION DE MITOCONDRIAS
DE PLACENTA HUMANA

La adsorcion de los sueros de los pacientes utilizando fraccién de
mitocondrias de placenta humana, se realizd segin el siguiente
procedimiento. Los sueros a adsorber se diluyeron 1/3 con PBS y se
incubaron 100 pL de la dilucién, con 100 ul. de fraccién de mitocondrias

de placenta humana, a una concentracidn proteica de 25 mg/mL, durante
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48 horas a 40C. Posteriormente se centrifugaron a 1.500 g durante 20
minutos y se recogioé el sobrenadante, el cual se sometio a otras dos etapas
sucesivas de adsorcion durante 24 horas cada una, a 49C. Tras cada una
de las etapas de adsorcion se recogieron los sobrenadantes resultantes,
quedando por tanto e} suero original a diluciones finales de 1/6, 1/12 y
1/24 en cada uno de los sobrenadantes. Como control del procedimiento,
también fue sometido a adsorcidn con la fraccién mitocondrial de placenta
humana, en una sola etapa, un suero con una especificidad anti-
mitocondrial (M2) determinada mediante IFI sobre sustrato de tejidos de
rata y confirmado mediante técnica de ELISA, utilizado a una dilucion
inicial 1/50. Los sueros de los pacientes, una vez sometidos al

procedimiento de adsorcidn, fueron utilizados nuevamente en la técnica de
IFI.

1.5.3. ADSORCION CON SUBFRACCIONES
MITOCONDRIALES
1.5.3.1. OBTENCION DE SUBFRACCIONES
MITOCONDRIALES

El fraccionamiento de las mitocondrias de placenta humana se
realizé mediante tratamiento con detergentes de la fraccién mitocondrial
obtenida segin el método anterior, y posterior separacién lievada a cabo
por ultracentrifugaciéon  diferencial, cuyas fases se¢ muestran

esquematicamente en la figura 3,
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Las mitocondrias fueron tratadas con digitonina siguiendo el
procedimiento de Schnaitman (218). Ianicialmente, la solucién de
digitonina se purifica segin el método de Kun (219). Para ello, se
disuelve 1 gr de digitonina en 25 mL de etanol absoluto a 759C, con
agitacion continua. La solucién se deja precipitar durante 20 minutos a
40C y se separa el sobrenadante por centrifugacion a la misma
temperatura. El sedimento, conteniendo la digitonina purificada, se seca
posteriormente al vacio utilizando un concentrador-liofilizador modelo

Speed-Vac liofilization chamber (Savant)

A continuacién, se prepara una solucidon de digitonina al 2%
anadiendo a la digitonina purificada "buffer" de homogeneizacion
previamente calentado (sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM en "buffer" fosfato
25 mM), agitando vigorosamente y sonicando durante 1-2 minutos en un
bano ultrasonico. La solucidon de digitonina se anade gota a gota a la
suspension de mitocondrias, en agitacion continua a 49C, hasta obtener
una concentracion de 1.2 mg de digitonina por cada 10 mg de proteina
mitocondnal. Inmediatamente después, se ajusta la concentracion de
proteinas mitocondriales a 50 mg/mL y se incuba a 49C durante 20

minutos en agitacion continua.

La fraccion mitocondrial tratada con digitonina se diluye en 3
volimenes de "buffer” de homogeneizacion frio y se utiliza esta solucidn
para iniciar la centrifugacidon diferencial segin el método descrito por
Soper y Pedersen (220). El primer paso del procedimiento consiste en una
centrifugacion a 23.600 g durante 20 minutos, utilizando un rotor SS$-34

en una centrifuga Sorvall RC-5B, obteniendose un sedimento con
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mitoplastos (mitocondrias carentes de membrana exterma), y un

sobrenadante (membrana externa y espacio intermembranoso).

La subfraccién de mitoplastos se resuspende en el mismo "buffer”
de homogeneizacion y se centrifuga durante 20 minutos a 23.600 g,
desechando el sobrenadante. Después, se somete a otra centrifugacion a
3.000 g v se elimina el sedimento resultante. Finalmente, se repite la
operacion centrifugando durante 2(0) minutos a 23.600 g durante 20
minutos, deshechiandose de nuevo ¢l sobrenadante. El sedimento de la
ultima centrifugacion contiene mitoplastos purificados (subfraccion de

mitoplastos).

El sobrenadante obtenido tras el tratamiento con digitonina y la
primera centrifugacién, compuesto por la membrana externa y el espacio
intermembranoso, se trata de la forma descrita a continuacién. Se
centrifuga a 40.000 g durante 20 minutos para eliminar los restos de
membrana interna fragmentada, desechando por tanto el sedimento. El
sobrenadante resultante se centrifuga a 144.000 g durante 60 minutos,
utilizando un rotor 42.1 y una  ultracentrifuga modelo L8-70
(BECKMAN). De esta forma, el sedimento estd constituido por las
vesiculas de membrana externa (subfraccion membrana externa) y el
sobrenadante contiene los constituyentes del espacio intermembranoso
(subfraccién espacio intermembrancso). El sedimento se resuspende en
minimo volumen del “buffer” de hemogeneizacion. Ambas subfracciones

se congelan a -400C hasta su utilizacion.

La subfraccién de mitoplastos anteriormente obtenida y conservada

a 40C, se somete a la accidon del Iubrol WX mediante el siguiente
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procedimiento. La solucidn "stock™ de lubrol al 4% en agua destilada se
ahade gota a gota y bajo agitacion continua a 49C, hasta obtener una
concentraciéon de 1 mg de lubrol por cada 10 mg de proteina
mitocondrial. Se ajusta la concentraciéon de proteina mitocondrial a 35
mg/mL y se incuba durante 20 minutos a 4°C. Se diluye la suspension con
igual volumen de "buffer" y se centrifuga a 144.000 g durante 60
minutos, utilizando una ultracentrifuga modelo L8-70 (BECKMAN). D¢
esta forma, se obtiene un sobrenadante compuesto por el contenido de la
matriz mitocondrial (subfraccion matrii), y un sedimento compuesto por
vesiculas de la membrana interna mitocondrial. Se separan ambos y el
sedimento es resuspendido en el mismo "buffer” utilizado, centrifugando
a 4300 g durante 10 minutos, descartandose el sedimento. El
sobrenadante de esta Gltima centrifugacion se centrifugd de nuevo a
144.000 g durante 60 minutos y se resuspende en el minimo volumen de
"buffer" (subfraccién membrana interna). Ambas subfracciones se

conservaron a -400C hasta su utilizacion.

Por tanto, después del procedimiento, se obtuvieron 4

subfracciones, numeradas de la siguiente forma :

1) Membrana externa
2) Espacio intermembranoso
3j Membrana interna

4) Matriz mitocondrial

Todas las subfracciones se ajustaron a una concentracion proteica de
12 mg/mL.
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1.5.3.2. PROCEDIMIENTOS DE ADSORCION

Los procedimientos de adsorcion se realizaron mediante el mismo
sistema descrito en el apartado 1.5.2., utilizando por separado las
subfracciones mitocondriales correspondientes a la matriz mitocondrial,
membrana interna, membrana externa y espacio intermembranoso. Las
subfracciones mitocondriales se utilizaron a la concentracion de 12
mg/mL. Los sueros de los pacientes, una vez sometidos a los
procedimientos de adsorcién, se utilizaron nuevamente en la técnica de
IFI. Asimismo, se utilizé como control de los procedimientos de
adsorcion el mismo suero del paciente con anticuerpos antimitocondria

(M2).
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Figura 3.-
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2. MUESTRAS ESTUDIADAS
2.1. SUEROS DE PACIENTES CON AR

Los sueros de los 94 pacientes incluidos en el estudio proceden de la
seroteca de los Servicios de Inmunologia y Reumatologia del Hospital
General Universitario "Gregorio Maran6én” de Madnd (Unidad de

Medicina y Cirugia Experimental).

Todos los pacientes habian sido previamente diagnosticados de AR
en base a los datos clinicos, biolégicos y radiolégicos caracteristicos de la
enfermedad, utilizandose los criterios cominmente aceptados para el
diagnostico (194). Setenta y cuatro pacientes son mujeres. La edad media
es 57,78 anos (desviacion estandard, SD = 12,28; rango 29-81 afos) y el
tiempo medio de evolucion 8,68 aiios (SD = 8,56; rango 0-40 aios). La
distribucién por edades y tiempo de evolucion de la enfermedad se detalla

en las tablas V1 y VII, respectivamente.

TABLA V1. DISTRIBUCION DE LOS 94 PACIENTES
DIAGNOSTICADOS DE ARTRITIS REUMATOIDE POR
GRUPOS DE EDAD

INTERVALO NUMERO DE PORCENTAJE

DE EDAD PACIENTES
(afos)
20-29 1 1,06 %
30-39 8 8.51 %
40-49 15 1596 %
50-59 22 2340 %
60-69 15 3723 %
70-79 12 12,77 %

] >80 i 1 1,06 %




Material v métodos 69

TABLA VII. DISTRIBUCION DE LOS 94 PACIENTES
DIAGNOSTICADOS DE ARTRITIS REUMATOIDE POR
TIEMPO DE EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

TIEMPO DE | NUMERO DE | PORCENTAJE
EVOLUCION PACIENTES
(anos)
0-5 39 41.49 %
5-10 22 23,40 %
10-15 15 | 15,96 %
15-20 7 ] 745 %
20-25 5 532 %
>28 6 6.38 %

Los datos clinicos de los pacientes fueron obtenidos en ¢l momento
del diagnéstico y a lo largo de su evolucion, siendo evaluados
periddicamente en el Servicio de Reumatologia del Hospital "Gregorio
Marandén” de Madrid. Las manifestaciones extraarticulares observadas en

el grupo de pacientes se resumen en {a tabla VIII.

TABLA VIIL. MANIFESTACIONES EXTRAARTICULARES
EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

I"MANIFESTACIONES | NUMERO DE | PORCENTAJE
CLINICAS PACIENTES

Afeccién cutdnea 3 3.2 %
Sindrome de Sjiogren 25 26,6 % i
Afecciéon pulmonar 9 9.6 %
Afeccion cardiaca 3 32 %
Afeccion SNC 7 7.4 %
Afeccién hepatica 14 14.9 %
Afeccién renal 10 ] 10,6 %
Apemia 50 53,2 %
Linfopenia 13 138 % |
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El estadiaje de la afeccién articular de los pacientes estudiados se
realizé de acuerdo con los criterios de la clasificacion de progresion de

AR (221) (Tabla IX)

Tabla IX. Criterios para el estadiaje de la afeccion articular de
pacientes con artritis reumatoide

Estadio 1 (AR precoz)
(*)No alteraciones destructivas en el examen radiologico.
-Puede existir evidencia radiolégica de osteoporosis.

Estadio Il (AR moderada)

(*)Evidencia radiologica de osteoporosis, con 0 sin destruccidn Osea
subcondral ligera.

(*)No deformidad articular, aunque puede existir limitacidn de
movilidad articular.

-Atrofia de los musculos adyacentes a la articulacion.

-Pueden existir lesiones de los tejidos blandos extraarticulares
(ndédulos, tenosinovitis).

Estadio III (AR grave

(*)Evidencia radiolégica de destrucciéon dsea y cartilaginosa,
ademas de osteoporosis.

(*)Deformdad articular manifastada como subluxacién, desviacién
ulnar o hiperextensién, sin anquilosis fibrosa u Osea.

-Atrofia muscular extensa.

-Pueden existir lesiones de los tejidos blandos extraarticulares
(nédulos, tenosinovitis).

Estadio IV (AR terminal
(*)Anquilosis fibrosa u dsea.
-Critennos del estadio Il

Los criterios seialados con wun asterisco (*) deben estar
presentes para permitir la clasificacion del paciente en un
estadio _concreto. ]
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El estadio funcional de los pacientes se obtuvo de acuerdo con los
criterios revisados del Colegio Americano de Reumatologia (222) (tabla

X).

Tabla X. Criterios para la clasificacion del estadio funcional
en pacientes con artritis reumatoide

Clase |

El paciente es totalmente capaz de realizar sus actividades de la vida
diaria (autocuidados, actividades laborales y actividades recreativas).

Clase 1]

El paciente puede realizar actividades de autocuidado y laborales, pero se
encuentra limitado en sus actividades recreativas.

Clase 11

El paciente puede realizar actividades de autocuidado, encontrando
limitacion en sus actividades laborales y recreativas.

Clase IV

El paciente se encuentra limitado en sus actividades de autocuidado,
laborales y recreativas.

-Actividades de autocuidado : vestirse, alimentarse, banarse,
acicalamiento y aseo.

-Actividades laborales : trabajo, colegio, tareas del hogar.

-Actividades recreativas : ocio, entretenimiento
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La clasificacion de los pacientes estudiados en base a su grado de
afeccion articular, desde el punto de vista de criterios radiologicos y

funcionales, se especifica en la tabla XI.

TABLA XI. ESTADIOS RADIOLOGICOS ARTICULARES Y
FUNCIONALES DE LOS 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE

" GRADO DE ESTADIO ESTADIO
AFECTACION| RADIOLOGICO| FUNCIONAL
N (%) N (%)
I 26 (27,66%) 39 (41.49%)
Il 29 (30.85%) 31 (32.98%)
T 16 (17.02%) 18 (19.15%)
i IV 23 (24.47%) | 6 (6.38%)

2.2. SUEROS DE REFERENCIA Y CONTROLES

Los sueros de referencia positivos anti-nRNP, anti-Sm, anti-Ro y
anti-La proceden del Center for Disease Control (CDC) de Atlanta
(Georgia, EE.UU) (223). Los sueros de referencia anti-Sa provienen del
laboratorio de Inmunorreumatologia del Centro Hospitalario de la
Unmversidad de Sherbrooke (Québec, CANADA). Finalmente, se han
utilizado sueros con anticuerpos anti-ADN nativo, antimitocondriales,
anti-muisculo liso y antinucleares procedentes del Iaboratorio de
Autoinmunidad del Servicio de Inmunologia del Hospital General

Universitario "Gregorio Marandn" de Madrid.
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Como controles negativos se han utilizado cincuenta sueros de
donantes sanos procedentes del Banco de Sangre del Hospital General

Universitario "Gregorio Maranén” de Madrid.

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos generados durante el estudio fueron procesados mediante
un ordenador personal Apple Macintosh dotado de microprocesador
Motorola 68030 a 33 megahertzios y coprocesador matematico modelo
68882. El analisis se efectué mediante el paquete estadistico Statview
version 4.0 (Abacus Concepts Inc, Berkeley, CA). Se utilizaron diversas
técnicas estadisticas segiin fuera apropiado, tales como el test de la t de
Student no pareada, la prueba de chi cuadrado, con correccion de Yates, y
el test exacto de Fisher. En determinados casos se calculdé la razén de
predominio ("odds ratio”, OR) y el intervalo de confianza del 95%
(1C95%). Se considerd estadisticamente significativo todo valor de p 6 a

(test de Fisher) inferior a 0,05.
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RESULTADOS

1. RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS DIFERENTES
TECNICAS DE ESTUDIO DE AUTOANTICUERPOS

1.1. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

1.1.1. IF1 SOBRE HIGADO, RINON Y ESTOMAGO DE RATA

Se detectaron anticuerpos antinucleares en 53 de los 94 sueros
estudiados (56,4%). Cinco sueros (5.3%) mostraron tincién de
fluorescencia sobre las células parietales gastricas. Tres sueros (3,2%)
presentaron anticuerpos anti-masculo liso patrén vascular (V), y un suero
(1,1%) presentaba un patrén citoplasmdtico anti-mitocondrial (M2) (tabla

XII).

TABLA XIilL PATRONES DE FLUORESCENCIA
ENCONTRADOS POR IFI SOBRE TEJIDOS DE RATA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

ESPECIFICIDADES NUMERO DE
PACIENTES
(%)
Anticuerpos antinucleares 53 (56,4%) |
Anticuerpos anti-células parietales gastricas 5 (5,3%)
| Anticuerpos anti-masculo liso 3 (3.2%)
| Anticuerpos antimitocondria (M2) 1 (1,1%)

ey e
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Sobre tejidos de rata no se encontré ningin patron citoplasméatico

correspondiente a autoanticuerpos de especificidad no conocida.

1.1.2. IFI SOBRE SUSTRATO DE CELULAS TUMORALES
HEp-2

Sobre este sustrato se observaron anticuerpos antinucleares en 53
pacientes (56.4%), correspondiendo a los mismos pacientes detectados
sobre el anterior sustrato. De ellos, 41 presentaron un patrén de
fluorescencia homogéneo puro, 7 patron granular puro y 5 mostraron un
patron mixto (homogéneco-granular) (figura 4). Los resultados de la IFI
sobre células HEp-2 se resumen en la tabla XIHI. Se detectd ademas un
patron de fluorescencia citoplasmatico en uno de los pacientes de la serie,

el cual sobre tejidos de rata daba el patron antimitocondria (M2).

TABLA XIII. PATRONES DE INMUNOFLUORESCENCIA
MEDIANTE IFI SOBRE CELULAS HEP-2 EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE

PATRON ANA NUMERO DE{PORCENTAJE

PACIENTES
Homogéneo 41 43,6 %
Granular 7 7.4 %

[Mixto (H-G) 5 5.3% .
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Figura 4. IF1 sobre sustrato de células tumorales HEp-2

a : ANA patrén homogéneo (Microscopio de fluorescencia, 40X)
b : ANA patrén granular (Microscopio de fluorescencia, 40X)
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En cuanto a los titulos de los anticuerpos antinucleares encontrados
sobre este sustrato, los resultados se resumen en la tabla XIV. En
conjunto, el 31,9% de los pacientes presentaron titulos bajos de ANA

(1/40 y 1/80), siendo el titulo igual o superior a 1/160 en el 24.5% de

pacientes.

TABLA X1V . TITULOS DE ANTICUERPOS
ANTINUCLEARES DETECTADOS SOBRE CELULAS HEP-2
EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

TITULO NUMERO DE|PORCENTAJE
_|PACIENTES

1/40 10 10.6 %
1180 20 21.3%
11160 6 6.4%
11320 6 6.4%
11640 8 8.5%
1/1280 I 1.1%
1/2560 2 L 2.1% J

Sobre células HEp-2 no se encontré ningin patrén citoplasmatico

correspondiente a autoanticuerpos de especificidad no conocida.

1.1.3. IF1 SOBRE TEJIDOS DE MONO

Elegimos 8 sueros de pacientes con AR, que habian dado un patrén
anti-Sa por la técnica de 1B, para testarlos en los sustratos de mono
(adrenal, tiroides y pancreas). Se utilizaron 8 sueros de pacientes con AR

como control anti-Sa negativo. En los tres tipos de sustratos, ning(in suero
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(anti-Sa positivo o negativo) mostré una tincién de fluorescencia
citoplasmatica en las células de los tejidos empleados, detectandose

exclusivamente anticuerpos antinucleares.

1.1.4. IFI SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS

Se observo un patrén de fluorescencia tipo P-ANCA en 14 de los
94 sueros del estudio (14,9%). En ninguno de los sueros se detectd el
patron C-ANCA. Asimismo no se observaron tinciones de fluorescencia

correspondientes a especificidades no identificadas.

1.1.5. 1IFI SOBRE HIGADO HUMANO

Se testaron los 94 sueros de pacientes con AR sobre este sustrato.
Los resultados revelan el mismo porcentaje de anticuerpos antinucleares
ya citado anteriormente sobre sustrato de tejidos de rata. Asimismo se
detecté un patrén granular citoplasmatico, correspondiente al suero que
contenia anticuerpos antimitocondria (M2). No se observaron patrones de

fluorescencia correspondientes a especificidades no identificadas.

1.1.6. IFI SOBRE PLACENTA HUMANA

Se testaron los 94 sueros del estudio sobre este sustrato,
observandose un resultado positivo en 48 (51,1%). Las preparaciones de

placenta humana consideradas positivas por IFI mostraron un patrén de
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fluorescencia que se caracteriza por una tincién continua en la zona
periférica de las vellosidades coriénicas, correspondiente  al
sincitiotrofoblasto. La tincién se distribuye por el citoplasma del sincitio,
respetando los nucleos, que aparecen oscuros (en ausencia de anticuerpos
antinucleares). Esta tincidon de fluorescencia dibuja una serie de anillos a
lo largo del sincitiotrofoblasto, por 1o gue la hemos denominado patron

anular sincitial (figura 5).

I.1.7. IF1 SOBRE SUSTRATO DE CELULAS TUMORALES
JAR

Se examinaron 40 sueros sobre este sustrato, correspondientes a 20
sueros anti-Sa positivos por IB y otros 20 sueros anti-Sa negativos por IB.
Los 20 sueros anti-Sa positivos mostraron 11 patrones homogéneos, 2
granulares y 1 mixto sobre este sustrato, mientras los sueros anti-Sa
negativos dieron 8 patrones homogéneos, | granular y 1 mixto sobre
células JAR. Se observé una buena correlacidon entre los patrones de
fluorescencia nuclear detectados en este sustrato y los patrones observados
en los mismos sueros, testados sobre células HEp-2. Asimismo no se
detecté en este sustrato ningdn patrén de fluorescencia citoplasmatico

correspondiente a especificidades no identificadas.
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Figura 5. IFI sobre sustrato de placenta humana a termino.

(Microscopio de fluorescencia, 20X)

Observese la tincién citoplasmatica del sincitiotrofoblasto, adoptando el
patron de fluorescencia "anular sincitial", caracteristico de los anticuerpos
anti-Sa.
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El uso de células JAR estimuladas con diferentes agentes (dibutiril-
AMPc (0.01 mM, 0.1 mM y | mM), teofilina (0.01 mM, 0.1 mM y |
mM), phytohemoaglutinina (1 mg/mL y 10 mg/mL) y PMA (10 mg/mL
y 50 mg/mL)), no mostré ninguna modificacion en los resultados, con

respecto a los hallados en la linea celular JAR sin estimulos.

1.2. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

El estudio de los 94 sueros de pacientes con AR permitié detectar
un total de 4 sueros positivos (4,2%) para anti-Ro mediante esta técnica
utilizando extracto de placenta, no observiandose ninguna otra linea de
precipitacion debida a otras especificidades. La CIE realizada con

extracto de timo no detectd otras especificidades.

1.3. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE
"INMUNOBLOTTING"

1.3.1. DETECCION DE ANTI-SA MEDIANTE TECNICA DE
IB CON EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA

De los 94 pacientes estudiados, 54 (57.4%) mostraron la presencia
de anti-Sa mediante técnica de IB. El patrén tipico anti-Sa consiste en la
aparicion de tres bandas de un peso molecular aparente entre 48 y 36 KD

(figura 0).
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Figura 6. IB con extracto de placenta humana a termino.
Izquierda : Patrén caracteristico de los anticuerpos anti-Ro 52 KD.
Centro : Patrén caracteristico de los anticuerpos anti-Sa.

Derecha : Patr6n caracteristico de los anticuerpos anti-La.
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1.3.2. OTROS AUTOANTICUERPOS DETECTADOS
MEDIANTE TECNICA DE "INMUNOBLOTTING"

Mediante IB con extracto de placenta humana, se identificaron 10
sueros (10,6%) en los que se observaba la banda de 60 KD de la particula
Ro. En dos de estos pacientes (2,1 %) se observaba ademas la banda de 52
KD de la particula Ro. En un suero se observaba ademds el patrén

correspondiente a ios anticuerpos anti-SSB/La.

En el IB con extracto de timo de conejo sélo se hallé un paciente
que presentaba un doblete BB’. Los resultados de los hallazgos de la
técnica de 1B con los diferentes extractos empleados se resumen en la

tabla XV.

TABLA XV. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE
TECNICA DE "INMUNOBLOTTING" EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE

EXTRACTO ANTICUERPOS "INUMERO DE
UTILIZADO PACIENTES
(%)

PLACENTA HUMANA |Anti-Sa 54 (57.4%)
Anti-Ro (60 KD) 10 (10,6%)
Anti-Ro (52 KD) 12 21%)
Anti-La 1 (1,1%)

| TIMO DE CONEJO | Anti-BB’ 1 (1.1%)
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1.4. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE
ENZIMOINMUNOENSAYO

De los 94 sueros estudiados, se detectaron 33 sueros positivos
(35,1%) para anticuerpos antihistonas, y 34 sueros (36.2%) con
anticuerpos anti-ADN nativo. De los sueros positivos, 13 (13,8%)
presentaban reactividad tanto para anticuerpos antihistonas como para

anti-ADN nativo.
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2. ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES ENTRE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE  DIFERENTES
TECNICAS DE DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS
Y EL "INMUNOBLOTTING" COMO TECNICA DE
REFERENCIA

2.1. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

2.1.1. TEJIDOS DE RATA

No se observd correlacion estadistica entre los patrones de
fluorescencia citoplasmaticos encontrados sobre estos sustratos y la
presencia de anticuerpos anti-Sa detectados por IB, debido al reducido

nimero de pacientes que presentaron algun tipo de patron citoplasmatico.

2.1.2. CELULAS TUMORALES HEp-2

No se detectdé una asociacion significativa entre la presencia de
anticuerpos anti-Sa por IB y la aparicion de determinado patrén de
fluorescencia nuclear con IFI sobre células tumorales. Asi, se hallaron 41
pacientes con anticuerpos antinucleares positivos y patrén homogéneo
sobre este sustrato, de los cuales 24 eran positivos para anticuerpos anti-
Sa por IB y 17 eran negativos (ChiZ2 = 0; p > 0,99; a > 0,99). Se haliaron
7 pacientes con anticuerpos antinucleares positivos y patron granuiar, de
los cuales 3 eran positivos para anticuerpos anti-Sa por IB y 4 eran
negativos (Chi2 = 0,172; p= 0,678; a = 0,453). Finalmente, los 5 sueros

con anticuerpos antinucieares positivos y patréon mixto sobre células HEp-
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2. correspondian a 3 pacientes positivos para anticuerpos anti-Sa por IB y

2 negativos (Chi2 = 0; p > 0,99; a > 0,99).(Tabla XVD.

TABLA XVI. RELACION ENTRE PATRONES DE
INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CELULAS HEP-2 Y
ANTI-SA DETECTADO POR "INMUNOBLOTTING" EN 9%
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

N = 54 - N =40 . :
]B IB p* a**

PATRON IFI ANTI-SA(+) | ANTI-SA(-)
n (%) n (%)

Homogéneo 24 (44.4%) 17 (42,5%) j| NS NS
(Granular 3 (5,6%) | 4 (10,0%) || NS | NS
Mixto (H-G) | 3 (5.6%) 2 (50%) NS | NS

* Test de Chi cuadrado con correccion de Yates
** Teast exacto de Fisher
NS : No significativo

Analizando el titulo de anticuerpos antinucleares determinado
mediante este sustrato, se observa una correlacién estadisticamente
significativa entre un titulo de ANA superior a 1/160 y los anticuerpos
anti-Sa detectados por IB. Asi, de los 30 pacientes con anticuerpos anti-Sa
por IB y ANA positivos, 17 (56,6%) presentaban titulo de ANA igual o
supernior a 1/160, mientras que, de los 23 pacientes sin anticuerpos anti-Sa
por técnica de IB y ANA positivos, 6 (26,1 %) presentaban titulo de ANA
igual o superior a 1/160 (Chi2 = 3,789; a = 0,0492). Si se consideran
exclusivamente los pacientes con patrén homogéneo de fluorescencia
sobre células HEp-2, que es el mayoritario en nuestro grupo de pacientes,

se observa una tendencia en el mismo sentido, puesto que de los 24
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pacientes con anticuerpos anti-Sa por IB y ANA positivos de patron
homogéneo, 14 (58,3%) presentaban ANA a titulo igual o superior a
1/160, frente a 4 de los 17 pacientes sin anticuerpos anti-Sa por técnica de
IB y ANA positivos de patrén homogéneo (23.5%), bordeando el limite
de significacion estadistica (Chi2 = 3,583; a = 0;0539).(Tabla XVID.

TABLA  XVII. RELACION ENTRE TITULOS DE
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR IFI SOBRE
CELULAS HEP-2 Y ANTI-SA DETECTADO POR
"INMUNOBLOTTING" EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE
( PACIENTES
PACIENTES ANA(+)
ANA (+) PATRON
] _ | HOMOGENEO
TITULO ANA| IB ' IB IB IB
r Sa (-)  Sa (+) | Sa () | Sa (+)
<1/160 17 i3 13 10
| >1/160 6 17 |4 14
| o* ] 0.049 NS

* Test exacto de Fisher
NS : No significativo

2.1.3. SUSTRATO DE NEUTROFILOS HUMANOS

De los 54 sueros positivos para anticuerpos anti-Sa por IB, 11
(20,4%) presentaron patréon de fluorescencia P-ANCA en IFl sobre
neutréfilos humanos, frente a 3 P-ANCA encontrados entre los 40

pacientes con anticuerpos anti-Sa negativos por técnica de IB (7,5%) no
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observandose por tanto asociacion entre ambas especificidades (Chi2 =

2,073; p=0,1499).

2.1.4. SUSTRATO DE PLACENTA HUMANA

Se observa una correlacion altamente significativa entre el patron
de fluorescencia anular sincitial detectado mediante IFI sobre placenta
humana, v anticuerpos anti-Sa detectados por [B. De los 54 sueros con
anticuerpos anti-Sa en 1B, 39 mostraron un patrén anular sincitial en IFL,
mientras que de los 40 sueros sin anticuerpos anti-Sa por IB, 31 no
mostraron el patrén anular sincitial por la técnica de IFI. (Chi2 = 20,788;
p < 0,0001; OR=8,96 IC95% (3,64-22,05); o < 0,0001).(Tabla XVIII).

TABLA XVIIL. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE "INMUNOBLOTTING" Y CORRELACION CON
PATRON ANULAR SINCITIAL POR IFI SOBRE SUSTRATO
DE PLACENTA HUMANA EN 94 PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE

1B IB TOTAL

ANTI-SA(+) ANTI-SA(-)
— N (%) N (%) |
TFI-PLACENTA :
PATRON 39 @1.5%) 9 (9.6%) 48 (51.1%)
ANULAR
SINCITIAL
IFI-PLACENTA
NEGATIVA [ 15 (15.9%) 31 (33,0%) | 46 (489%)

Chi2 : 20.788. p < 0,0001 OR : 8.96. IC 95% : 3.64 - 22.05.
o < 0.0001 (Test exacto de Fisher)
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2.2. TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Los 4 sueros positivos para anticuerpos anti-Ro por CIE con
extracto de placenta humana fueron también positivos para anticuerpos
anti-Sa por IB. Sin embargo, no se demostré una correlacion

estadisticamente significativa (Chi2 = 1,544, p= 0,2141. a = 0,1337).

2.3. TECNICA DE ENZIMOINMUNOENSAYO

La presencia de anticuerpos anti-histonas o de anticuerpos anti-
ADN nativo detectados mediante esta técnica, no se correlacioné con la
presencia de anticuerpos anti-Sa por 1B, pese a existir una tendencia a la
asociacion de ambas especificidades con los anticuerpos anti-Sa detectados
por IB. De los 54 sueros positivos para anticuerpos anti-Sa por 1B, 22
(40,7%) fueron positivos para anti-histonas, mientras que de los 40 sueros
negativos para anticuerpos anti-Sa por IB, 11 (27,5%) fueron positivos
para anti-histonas (Chi2 = 1,235: p== 0,2663). De los 54 sueros positivos
para anticuerpos anti-Sa por técnica de 1B, 23 fueron positivos para
anticuerpos anti-ADN nativo (42,6%), mientras que de los 40 sueros
negativos para anticuerpos anti-Sa por técnica de IB, 11 fueron positivos

para anti-ADN nativo (27,5%)(Chi2 = 1,661 p=0,1975) (tabla XIX).
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TABLA XIX. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE "INMUNOBLOTTING" EN RELACION A
ANTICUERPOS ANTI-HISTONAS Y ANTI-ADN NATIVO
DETECTADOS MEDIANTE ENZIMOINMUNOENSAYO EN
94 PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

n = 54 n — 40 N =94 |
ELISA IB IB p* |
ANTI-SA(+)| ANTI-SA(-)| TOTAL
n (%) | n (%) | .
ANTI-HISTONAS ™ |22 (46.7%)| 11 (27.5%)|33(35.1%)| NS

POSITIVO

ANTI-HISTONAS 32 (893%)|29 (72.5%)(61(64.9%)| NS
NEGATIVO

ANTLI-ADN NATIVO 23 (42,6%) | 11 (27.5%) | 34(36.2%)|] NS
POSITIVO

ANTI-ADN NATIVO | 31 (57.4%) |29 (72.5%) | 60(63.8%) Nsﬂ

NEGATIVO

* Test de Chi cuadrado con correccion de Yates
NS : No significativo

2.4. DETERMINACION DE FACTOR REUMATOIDE
MEDIANTE NEFELOMETRIA

Se observa una mayor frecuencia de FR entre los pacientes con
anticuerpos anti-Sa en IB. De los 54 pacientes con anticuerpos anti-Sa, 53
(98.1%) tenian FR positivo. De los 40 pacientes sin anticuerpos anti-Sa,
30 (75%) tenian FR positivo (Chi2=11,916; OR=17,67; 1C95% (3.,46-
90.21); o = 0,0007). (Tabla XX). Los pacientes con anticuerpos anti-Sa
por IB, ademas, tienen tendencia a presentar niveles mas elevados de FR
(Media £ SD : 582,5 & €30,1 unidades) frente a los pacientes con
anticuerpos anti-Sa negativos por IB (Media £ SD : 399,5 + 5257
unidades), aunque sin alcanzar e! nivel de significacién requerido
(diferencia media 183 unidades; p=0,18).
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TABLA XX. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE "INMUNOBLOTTING™ Y FACTOR
REUMATOIDE DETECTADO POR NEFELOMETRIA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

N-54 N - 40
FACTOR IB IB -
REUMATOIDE| ANTI-SA(+) | ANTI-SA(-)
n (%) i n (%)

POSITIVO 53 (98.1%) 30 (75.0%)
NEGATIVO 1 (1.9%) 10 (25.0%)
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3. ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES ENTRE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE  DIFERENTES
TECNICAS DE DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS
Y EL PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO
MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA SOBRE
PLACENTA HUMANA

3.1. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
3.1.1. TEJIDOS DE RATA

No se observaron correlaciones entre los patrones de fluorescencia
citoplasmaticos, obtenidos mediante IFI sobre estos sustratos y el patron

anular sincitial obtenido mediante IF} sobre placenta humana.
3.1.2. CELULAS TUMORALES HEp-2

No se detecté ninguna asociacion significativa entre la presencia del
patrén anular sincitial detectado mediante IFl sobre placenta humana y la
aparicion de determinado patrén de fluorescencia nuclear con IF1 sobre
células tumorales HEp-2. Asi, se hallaron 41 pacientes con ANA positivos
y patrdn homogéneo sobre este sustrato, de los cuales 18 presentaban
patrén anular sincitial en IF] sobre placenta humana y 23 eran negativos
(Chi2 = 1,027; p = 0,31; a = 0,2984). Se hallaron 7 pacientes con ANA
positivos y patroén granular, de los cuales 3 presentaban patréon anular
sincitial en IF1 sobre placenta humana y 4 eran negativos (Chi2 = 0,003;

p= 0,95; o = 0,711). Finalmente, los 5 sueros con ANA positivos y
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patrén mixto sobre células HEp-2, correspondian a 4 pacientes con patron
anular sincitial en 1Fl sobre placenta humana y | negativo (Chi2 = 0,758;
p=0,384; a = 0,3619).(Tabla XXD).

TABLA  XXI. RELACION ENTRE PATRONES DE
INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CELULAS HEP-2 Y
PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO POR IFI
SOBRE SUSTRATO DE PLACENTA HUMANA EN 9%
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

i N = 48 ‘ N =46 |
IFI-PLACENTA | IFI-PLACENTA| p* |a**
PATRON IFI PATRON NEGATIVA
ANULAR
SINCITIAL
n (%) n (%)
Homogéneo 18 (37.5%) 23 (50.0%) NS | NS
Granular 3 (6.3%) 4 (8.7%) NS [ NS
Mixto (H-G) 4 83%) 1 (2,2%) NS | NS

* Test de Chi cuadrado con correccion de Yates
** Test exacto de Fisher
NS : No significativo

La presencia de patron anular sincitial detectado por IFI sobre
placenta humana no se correlaciona con los titulos de ANA detectados por
IFI sobre células HEp-2 (Chi2 = 0,840; p = 0,3594; o = 0,2756).
Tampoco se observa correlacion cuando se consideran sélamente los
pacientes con ANA patrén homogéneo (Chi2 =1,026; p = 0,311; o =
0,2186)(tabla XXII).
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TABLA  XXII. RELACION ENTRE TITULOS DE
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR IFI SOBRE
CELULAS HEP-2 Y PATRON ANULAR SINCITIAL
DETECTADO POR IFI SOBRE PLACENTA HUMANA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

PACIENTES
PACIENTES | ANA(+)
ANA (+) PATRON
HOMOGENEOQ |

TITULO ANA| [IFI IF1 IF} 1F1
(-) | _PAS | (-) | PAS |

<1/160 | 18 12 15 8
>1/160 10 13 8§ | 10
o* _ NS NS

* Test exacto de Fisher
NS : No significativo
PAS : Patron anular sincitial

3.1.3. NEUTROFILOS HUMANOS

De los 48 sueros con patrén anular sincitial por IFI sobre placenta
humana, 9 (18,8%) mostraron patrén P-ANCA por IFI sobre neutréfilos
humanos frente a 5 de los restantes 46 sueros (10,9%), siendo la
asociacion no significativa estadisticamente (Chi2 = 0,613; p=0,43; a =
0,3873).
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3.2. TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Los 4 sueros con anticuerpos anti-Ro detectados mediante CIE
presentaban asimimo patron anular sincitial en IF] sobre placenta
humana. Sin embargo, no pudo demostrarse una correlaciéon

estadisticamente significativa (Chi2 =2.22;p =0,136; a = 0,1173).

3.3. TECNICA DE ENZIMOINMUNOENSAYO

De los 48 sueros con patron anular sincitial en IFI sobre placenta
humana, 17 (35,4%) eran positivos para anticuerpos anti-histonas
detectados por ELISA, mientras que de los 46 sueros con IFI negativa, 16
(34,8%) fueron positivos para anticuerpos anti-histonas (Chi2 = 0; p >
0,99). Tampoco se encontré correlacién estadisticamente significativa
entre el patron anular sincitial por IFI y la presencia de anticuerpos anti-
ADN nativo. De los 48 sueros con patréon anular sincitial en [FI, 21
(43,8%) presentaron anticuerpos anti-ADN nativo por ELISA, mientras
que de los 46 sueros negativos por técnica de IFI, 13 (28,3%) mostraron
anticuerpos anti-ADN nativo por ELISA (Chi2 = 1,816 p=0,1778) (tabla
XXIH).,
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TABLA XXIII. PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO
MEDIANTE [IFI SOBRE SUSTRATO DE PLACENTA
HUMANA EN RELACION A ANTICUERPOS ANTI-
HISTONAS Y ANTI-ADN NATIVO DETECTADOS
MEDIANTE ENZIMOINMUNOENSAYO EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE

I n-48 n-46 | N =94

ELISA

IF1-
PLACENTA
PATRON

IFI-
PLACENTA
NEGATIVA

TOTAL

ANULAR
SINCITIAL | n
n (%) |

17 (35.4%)
31
21

27

(%)
] R
(34.8%) 133 (35,1%)] NS
(65.2%)[61 (64,9%)| NS
(28.3%) 134 (36.2%)| NS

(71,7%) | 60 (63.8%)| NS

ANTI-HISTONAS
POSITIVO |
ANTI-HISTONAS
NEGATIVO
ANTI-ADN NATIVO
POSITIVO
ANTI-ADN NATIVO
NEGATIVO

16
30
13
33

(64,6%)
(43.8% )
(56,2% )

* Test de Chi cuadrado con correccion de Yates
NS : No significativo

3.4. DETERMINACION DE
MEDIANTE NEFELOMETRIA

FACTOR REUMATOIDE

El patrén anular sincitial detectado en IFI sobre placenta humana se
refaciona con la presencia de FR, puesto que, de los 48 pacientes con
patron anular sincitial en [FI, 47 (97,9%) presentaron FR positivo,
mientras que de los 46 pacientes con IFl negativa, 36 (78,3%)
presentaban FR positivo (Chi2=8,783; OR=13,06; IC95% (2,39-71,41); o
= (,0034).(Tabla XXIV). Los enfermos con IFI positiva, ademads, tienen

tendencia a presentar niveles mas elevados de FR (Media £ SD : 570,1 £
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598,4 unidades) frente a los pacientes con IFI negativa (Media =+ SD :
4450 £ 597.7 unidades), aunque sin alcanzar el nivel de significacion

requerido (diferencia media 125,9 unidades; p=0,34).

TABLA XXIV. RELACION ENTRE PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR IFl SOBRE SUSTRATO DE
PLACENTA HUMANA Y FACTOR REUMATOIDE
DETECTADO POR NEFELOMETRIA EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE

N = 48 N = 46
FACTOR IFI1- IFI-
REUMATOIDE|] PLACENTA PLACENTA
PATRON NEGATIVA
ANULAR
SINCITIAL
n (%) n (%)
POSITIVO 47 (979%) | 36 (78.3%)
NEGATIVO 1 2,1%) 10 21.7%)
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4. COINCIDENCIAS Y DISCREPANCIAS DE LA TECNICA
DE IF¥l Y LA TECNICA DE "INMUNOBLOTTING" PARA LA
DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-SA. EN RELACION
A RESULTADOS DE LAS TECNICAS DE DETECCION DE
AUTOANTICUERPOS

El resumen de las asociaciones entre autoanticuerpos puede
observarse en la tabla XXV. Tanto la técnica de IFI sobre placenta
humana como la técnica de IB, considerada técnica de referencia para la
deteccion de anticuerpos anti-Sa, no se asocian significativamente a
patrones de fluorescencia citoplasméticos sobre los diferentes sustratos
estudiados, debido a la escasa incidencia de los mismos. Tampoco
muestran asociacion con algan patréon de ANA concreto (homogéneo,
granular 6 mixto). Los pacientes con anticuerpos anti-Sa por 1B presentan
un titulo mas alto de ANA, a diferencia de los pacientes con patréon anular

sincitial en [FL

Ambas técnicas no se correlacionan con anticuerpos P-ANCA
detectados por IFI sobre neutr6filos humanos, ni con anticuerpos anti-

histonas o anti-ADN nativo detectados mediante ELISA.

Los pacientes con anticuerpos anti-Ro detectados por CIE presentan
en todos los casos anticuerpos anti-Sa detectados por 1B y patrén anular
sincitial detectado por IFI, aungque no puede demostrarse una asociacion
estadisticamente significativa, debido al escaso nimero de pacientes con

anticuerpos anti-Ro.
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Tanto los anticuerpos anti-Sa detectados por IB, como el patron
anular sincitial en IFI sobre placenta humana, muestran una asociacion
altamente significativa con la positividad de factor reumatoide mediante

nefelometria.

TABLA XXV. CUADRO COMPARATIVO DE LAS
ASOCIACIONES HALLADAS ENTRE ANTICUERPOS ANTI-
SA DETECTADOS POR IB O POR IFI SOBRE PLACENTA
HUMANA Y LA PRESENCIA DE AUTOANTICUERPOS EN
94 PACIENTES CON AR.
AUTO- IB IB o IFI- 1F1- o¥
ANTICUERPOS | ANTI- ANTI- ANTI- ANTI-
Sa (+) | SA () Sa (+) Sa{-)
| N= 54 | N=40 N=48 | N=46
Patron_homogeneo | 44.4% | 42.5% | NS | 37.5% | 50,0% | NS
Patron granular | 5.6% | 10,0% | NS | 6.3% | 87% | NS ”
Patron mixto 56% | S50% | NS | 83% | 2,2% | NS
ANA >1/160 (n=30)| (n=23)} ** | (n=25)] (n=28)} NS
56.6% | 26,1 % 520% | 35.7% |
ANA Homogéneo |(n=24)|{(n=17)] NS | (n=18)|(n=23) | NS |
>11160 58.3% | 23.5% | 55.5% | 34.8%
P-ANCA () 204 % r 7,5% | NS | 18.8% | 10,9% | NS
I
anti-Ro () 100 % 0% NS | 100% 0% NS
anti-histonas (+) 40,7% | 27.5% | NS 135,4% | 34,8% | NS
anti-ADNn_(+) | 42,6% | 27,5% NST 43.8% | 28,.3% | NS
Factor reumatoide | 98,1 % __7_5_% REEE 97.9 % 78,3:713:_ ***‘H

* ok

. x<0.05

* Nivel de significacion estadistica segiin
NS : No significativo
**xx ; <0,01

test exacto de Fisher.

*xxx 1 g <0,001
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5. ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES EXISTENTES
ENTRE PRESENCIA DE PARAMETROS CLINICOS Y
PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE "INMUNOBLOTTING" O 1K1 SOBRE
PLACENTA HUMANA

5.1. "INMUNOBLOTTING"

No se observaron diferencias significativas en la incidencia de
anticuerpos anti-Sa detectados por IB, en relacion a la edad y el sexo de
los pacientes. El tiempo de evolucién de la enfermedad (Media £ SD) en
los pacientes con anticuerpos anti-Sa detectados por IB es de 9.9 + 8.8
anos, frente a 7 + 8 anos en los pacientes sin anticuerpos anti-Sa
(diferencia media 2,97 anos; p = 0,0966). Por tanto, los pacientes con
anticuerpos anti-Sa detectados por [B tienen una tendencia, no
estadisticamente significativa, a presentar una enferrnedad mas

evolucionada.

Entre los pacientes con anticuerpos anti-Sa, se observa una mayor
frecuencia de estadios radiolégicos considerados de afeccién articular
grave, es decir, lI} y IV (53,7%), frente a los pacientes sin anticuerpos
anti-Sa (25% )} Chi2 = 6,661; p = 0,0099; OR=3,48; IC95% (1,45-8,35); a
= 0,0062).

En cuanto al grado funcional de los pacientes con anticuerpos anti-
Sa detectados por 1B, éstos presentan una tendencia a una afeccion mas
grave respecto al resto del grupo. Asi, los estadios funcionales Il y IV

aparecen en el 31,9% de los pacientes, mientras que los pacientes sin
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anticuerpos anti-Sa, presentan estos estadios funcionales avanzados en el
17,5% de casos. Sin embargo, no pucde demostrarse una asociacion
estadisticamente significativa (Chi2 = 1,684; p=0,1943; o = 0,1545 )
(Tabla XXVI).

TABLA XXVI. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE "INMUNOBLOTTING" Y ESTADIOS
RADIOLOGICOS Y FUNCIONALES EN 94 PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE

N = 54 N =40
IB IB a¥
ANTI-SA(+) ANTI-SA(-)
n (%) n (%)
ESTADIO I-11 25 (463%) | 30 (75,0%) |***
RADIOLOGICO | JII-1V 29 (83.7%) 10 (25.0%)
FSTADIO I-I1_ | 37 (68.5%) 33 (82.5%) | NS
FUNCIONAL II-1V 17 31,5%) 7 (17.5%)

* Nivel de significacion estadistica segin Test exacto de Fisher
NS : No significativo xxk 1 0<(,.01

La presencia de anticuerpos anti-Sa por IB se relaciona con una
mayor probabilidad de afeccidén extraarticular (83.3% de los pacientes
con anticuerpos anti-Sa, frente al 57,5% del resto del grupo). (Chi2 =
6,427, OR = 3,70; 1IC95% (1,46-9,32); p = 00112 a = 0,0096).
Especificamente, la presencia de anticuerpos anti-Sa por IB se

correlactona de forma significativa con la presencia de SS, afeccién renal
y anemia (Tabla XXVII).
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TABLA XXVII. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE "INMUNOBLOTTING" Y MANIFESTACIONES
EXTRAARTICULARES EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE

| N=54 N = 40
[T MANIFESTACION IB IB o*
CLINICA ANTI-SA(+) ANTI-SA(-)
n__ (%) n_ (%)
Afeccion cutanea 3 (5.6%) 0 (0.0%) | NS
Sindrome de Sjogren 19 (35.2%) 6 (15.0%) *x
Afeccion pulmonar 8 (14.8%) 1 2.5%) NS
‘Afeccion cardiaca | 3 (5.6%) 0 (0.0%) NS
| Afeccion SNC 5 9.3%) 2 (5,0%) NS
Afeccion hepatica 11 20.4%) 3 (7.5%) NS )
Afeccién renal 9 (16.7%) 1 2.5%) BT
Anemia 37 (68.5%) 13 (32.5%) | ****
Linfopenia 8 (14.8%) 5 32.5%) | NS |

* Nivel de significacion estadistica segiin Test exacto de Fisher
NS : No significativo #x 1o <0,05  xxxx: <0,001

5.2. IF1 SOBRE SUSTRATO DE PLACENTA HUMANA

Al igual que en los pacientes con anticuerpos anti-Sa en 1B, la
presencia del patrén anular sincitial detectado mediante 1FI sobre placenta
humana, no presenta diferencias significativas en relacion a la edad ni al

sexo de los pacientes.

Los pacientes con patrén anular sincitial detectado por IFI, tienen

un tiempo significativamente mayor de evolucion de la enfermedad que
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los pacientes con IFI negativa (11,3 £ 8,5 anos frente a 5,9 + 7,8 afos,

diferencia media 5.5 anos, p=0,0016).

El patréon anular sincitial detectado mediante IF] se relaciona con
formas mds agresivas de la enfermedad, con estadios radioldgicos mas
avanzados (I-IV) en un 62,5% de los pacientes con técnica de IF]
positiva, frente a 19,6% en los pacientes con técnica de IFI negativa (Chi2
= 16,112; OR=6,85 1C95% (2,80-16,74); p < 0,0001; a < 0,0001).
Asimismo, la presencia de patron anular sincitial mediante 1FI sobre
placenta humana se asocia con estadios funcionales mas incapacitantes
(UI-1V) en el 37,5% de los pacientes, en comparacion con el 13% de
pacientes con afeccion grave y técnica de IFl sobre placenta humana
negativa (Chi2 = 6,159; OR= 4 1C35% (1,47-10,87); p = 0,0131; a =
0,0089)(tabla XX VIII).

TABLA XXVIII. RELACION ENTRE PATRON ANULAR]
SINCITIAL DETECTADO POR IFI SOBRE SUSTRATO DE
PLACENTA HUMANA Y ESTADIOS RADIOLOGICOS Y
FUNCIONALES EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE

N=48 | N-=46 |
IFI-PLACENTA | IFI-PLACENTA | %
PATRON NEGATIVA
ANULAR
SINCITIAL
_ n (%) n (%)
TSTADIO 1-11 18 (37.5%) 37 (80,4%) [**xxx
RADIOLOGICO | ITI-IV | 30 (62.5%) 9 (19.6%)
ESTADIO | I-1I 30 (62.5%) 40 (87.0%) | *=**
FUNCIONAL {I-1V | 18 (37.5%) | 6 (13.0%)

* Nivel de significacion estadistica segin Test exacto de Fisher
NS : No significativo
*x%% 1 <0,01 *xxxx; g <0,0001
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Asimismo, existe una mayor incidencia de manifestaciones
extraarticulares entre los pacientes con patrén anular sincitial detectado
mediante [Fl. En concreto, se observa una incidencia significativamente
mas elevada de afeccion renal y anernia. La asociacion con el SS es. del
resto de manifestaciones extraarticulares, la que més se acerca al limite de
significacién estadistica, con a = 0,06. La asociacion con otro tipo de
manifestaciones extraarticulares no es estadisticamente significativa,
probablemente debido al escaso mumero de pacientes con afeccion

cutanea, pulmonar o cardiaca (tabla XXIX).

TABLA XXIX. RELACION ENTRE PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR IFI SOBRE SUSTRATO DE
PLACENTA HUMANA Y MANIFESTACIONES
EXTRAARTICULARES EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE

N = 48 N = 46
MANIFESTACION IFI-PLACENTA | IFI-PLACENTA | 5%
CLINICA Kﬁ'{}liglii NEGATIVA
SINCITIAL
n (%) n (%)
Afeccion cutanea 3 (6,25%) 0 0.0%) NS
Sindrome de Sjogren 17 (354%) 8 (174%) NS
Afeccion pulmonar 7 (14,6%) 2 43%) NS
Afeccion_cardiaca 13 (6,25%) 0 (0,0%) | NS
Afeccion SNC 4 (8.33%) 3 (6.5%) NS
Afeccion hepatica 10 (208%) | 4 (8.7%) NS
Afeccion renal 10 (20.8%) 0 (0,0%) * k&
|Anemia 35 (729%) | 15 (32,6%) ***“J
Linfopenia 8 (16,7%) 5 (10,9%) § NS

* Nivel de significacion estadistica segiin Test exacto de Fisher
NS : No significativo **% 1 a<0,01 =*x=xx: o <0,001
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6. COINCIDENCIAS Y DISCREPANCIAS DE LA TECNICA
DE "INMUNOBLOTTING" PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-SA Y EL PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR IFI. EN RELACION A
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

El resumen de las principales asociaciones de ambas técnicas con las

caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados se expone en la tabla

XXX.

Tanto la técnica de IB para la deteccién de anticuerpos anti-Sa
como la presencia de patron anular sincitial detectado por IFI sobre
placenta humana, no presentan relaciéon con la edad ni el sexo de los
pacientes. En cambio, ambas se asocian a AR de mas afnos de evolucidn,

de forma estadisticamente significativa en el caso de la técnica de IFl.

Asimismo se relacionan con formas mas graves de la enfermedad,
tanto desde el punto de vista de criterios radiologicos como de criterios
funcionales, siendo muy elevado el porcentaje de pacientes con estadios
[Il y IV entre los pacientes con positividad por ambas técnicas. Sélo Ia
asociacion entre estadio funcional y anticuerpos anti-Sa detectados por

técnica de IB no alcanza el grado requendo de significacion estadistica.

De igual forma, se observan asociaciones de ambas técnicas con la
afeccion extraarticular o sistémica. considerada en su conjunto, 6 con

formas especificas de afeccién sistémica como la afeccion renal, la anemia
y el SS.
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TABLA XXX. CUADRO COMPARATIVO DE LAS
ASOCIACIONES HALLADAS ENTRE ANTI-SA DETECTADO
POR IB O PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO POR
IF1 SOBRE PLACENTA HUMANA Y LAS
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS 94 PACIENTES
CON _AR.

=

CARACTERISTICA 1B 1B o* iF1 IFi a¥
CLINICA ANTI- | ANTI- PAS (-)
Sa {(+) { SA (i}

N= 534 N=40 J N=48 4 N=46
Tiempo de 9.9 7 NS#| 11.3 | 5.9 'y
evolucion de AR )

+ 8.8 + 8§ + 8.5 + 7.8

{media + SI))
Estadio radiolégico | 83,7% | 25.0% | *** | 62,5% [ 19,6% | *****
lavanzado (III-IV)
Estadio funcional 31.5% {17,5% | NS {37.5% |{13,0% | ***
avanzado (I11I-1V)

Afeccion (83,3% 57.5% | *** | 81.3% |63.0% | NS
extraarticular

Sindrome Sjbgren |35,2% | 15,0% | ** | 354% |17,4% | NS
Afeccion renal 16,7% | 2.5% | ** 1208% | 0% *kE
| Anemia 68.5% | 32.5% | ****|72,9% |32,6% | ****

PAS : Patron anuiar sincitial

# : Nivel de significacion estadistica segin test t de Student
NS : No significativo ## : p<0,05

# 1 Nivel de significacion estadistica segin test exacto de
Fisher.

NS : No significativo ** .o <0,058 F¢*x* .o < 0,001

*¥x% . oo < (0,01 *E*Ex . 4 < (,0001
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7. EVALUACION DE LA TECNICA DE IFl SOBRE
PLACENTA HUMANA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-SA : TITULACION DE LOS
ANTICUERPOS Y ENSAYO DE ADSORCION CON
ANTIGENO SA PURIFICADO. |

Con la finalidad de determinar, mediante técnica de IFI, el titulo de
los anticuerpos que originan el patron de fluorescencia anular sincitial en
los pacientes con AR, se realizaron diluciones seriadas de los mismos a
partir de la dilucion de trabajo (1:5), examinandolos nuevamente por IFI
sobre placenta humana a las diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80. La mayor
parte de los sueros (85,4%), perdieron la capacidad de dar una tincién
positiva de fluorescencia a la dilucién 1:20 (figura 7). La titulacion

méaxima obtenida por los diferentes sueros se especifica en la tabla XXXI.

TABLA XXXI. TITULACION DE ANTICUERPOS CON
PATRON ANULAR SINCITIAL POR IF1 SOBRE SUSTRATO
DE PLACENTA HUMANA EN PACIENTES CON AR

TITULO DE ANTICUERPOS SUEROS
N (%)

15 30 (62.5%)

1/10 11 (22.9%)

1/20 5 (10.4%)

1/40 2 (4.2%)

1/80 |0 ©00%)




Resultados 108

Figura 7. IFI sobre sustrato de placenta humana a termino.

(Microscopio de fluorescencia, 10X)

Suero de un paciente utilizado a la dilucién 1/80. Obsérvese la perdida
total de la tincién fluorescente constituyente del patrén anular sincitial.
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L g

Los sueros que conservaron su positividad a la dilucién 1720,
fueron empleados en el ensayo de adsorci6én con antigeno Sa purificado,
para determinar si el patr6n de inmunofluorescencia observado sobre
placenta humana (patrén anular sincitial) correspondia a los anticuerpos
anti-Sa. Posteriormente, al realizar la técnica de IFI sobre dicho sustrato
utilizando los sueros adsorbidos,’ se produjo la desaparicioén de la tincién
fluorescente cuando se utilizaba el antigeno Sa a la concentracién de 10

mg/mL (figura 8).

Figura 8. IFI sobre sustrato de placenta humana a termino.

(Microscopio de fluorescencia, 20X)
Suero de un paciente adsorbido con antigeno Sa purificado. Obsérvese la
pérdida total del patr6n de fluorescencia anular sincitial.
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8. LOCALIZACION CELULAR Y SUBCELULAR DEL
ANTIGENO SA

8.1. LOCALIZACION A NIVEL CELULAR

8.1.1. "INMUNOBLOTTING" CON EXTRACTO DE
MITOCONDRIAS DE PLACENTA HUMANA

Con la finalidad de determinar la fraccion celular frente a la cual se
producia la reactividad del antigeno Sa, se realizd la técnmica de IB
utilizando separadamente, como extractos, las distintas fracciones
obtenidas por el método de centrifugacién diferencial de Graham, y como
anticuerpo, sueros de pacientes con AR que habian mostrado reactividad
anti-Sa por IB con extracto completo de placenta humana. Se obtuvo el
patron de bandas de precipitacion correspondiente a los anticuerpos anti-
Sa en aquellos casos en que se emplearon como extracto las fracciones P2
y P3 (figura 9). Estas fracciones, obtenidas como sedimentos después de
la segunda y tercera centrifugacion del homogeneizado de placenta,
contienen primordialmente mitocondrias de gran tamaiio (fraccion P2) y
mitocondrias, lisosomas, peroxisomas, aparato de Golgi y reticulo

endoplasmico rugoso (fraccién P3).
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Figura 9. IB con extracto de fracciones mitocondriales de

placenta humana a termino, obtenidas por centrifugacion

diferencial.

I : Fraccién P2

IT : Fraccién P3

IHI : Control (extracto salino de placenta humana)
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8.1.2. "INMUNOBLOTTING" - CON EXTRACTO DE
MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA

A diferencia de lo ocurrido con el inmunoblotting con extracto de
placenta humana, no fue posible detectar la reactividad del antigeno Sa
con ninguno de los sueros de los pacientes mediante IB con extracto de

mitocondrias de higado de rata.

8.1.3. ADSORCION DE SUEROS CON ANTICUERPOS ANTI-
SA CON EXTRACTO DE MITOCONDRIAS DE PLACENTA
HUMANA Y POSTERIOR ANALISIS MEDIANTE IFI

Los sueros con anticuerpos anti-Sa que habian presentado
reactividad en la tecnica de IFI sobre sustrato de placenta humana a la
dilucion 1/20, fueron sometidos al procedimiento de adsorcion con
¢xtracto de mitocondnas de placenta humana, y subsiguientemente fueron
nuevamente examinados mediante IFl sobre el mismo sustrato. Se observé
que, tras la adsorcidn, se producia una pérdida de la tincidén fluorescente

anular sincitial en todas las muestras (figura 10b).
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8.2. LOCALIZACION A NIVEL SUBCELULAR ¢

v
8.2.1. ADSORCION DE SUEROS CON ANTICUERPOS ANTI-
SA CON LAS DIFERENTES SUBFRACCIONES
MITOCONDRIALES DE PLACENTA HUMANA Y
POSTERIOR ANALISIS MEDIANTE IF]

Con la finalidad de determinar la localizacién del antigeno Sa en
alguna de las diferentes subfracciones mitocondnales, purificadas por el
método de Soper y Pedersen, se realizaron procedimientos de adsorcién
con cada una de las subfracciones mitocondnales, examinando
posteriormente los sueros con anticuerpos anti-Sa adsorbidos mediante

IF1 sobre sustrato de placenta humana.

Ninguna de las subfracciones mitocondriales fue capaz de eliminar
totalmente la reactividad anti-Sa de ninguno de los sueros por ninguna de
las dos técnicas de deteccion utilizadas, aunque se producia una mayor
atenuacién de la fluorescencia cuando se utilizaba la subfraccion

correspondiente a la membrana interna mitocondrial (figura 10c¢).
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Figura 10. IFI sobre placenta humana. Ensavos de adsorcién

a : Patr6n anular sincitial en el suero sin adsorber

b : Negativizacion tras adsorcién con fraccién mitocondrial de placenta
humana

c: Atenuacién parcial del patrén anular sincitial tras adsorcién con
subfraccién de membrana interna mitocondrial.



Discusion 115

DISCUSION

l.a AR es ia enfermedad reumatica inflamatoria autolnmune mas
frecuente, afecta a mas de un 1% de la poblacion (29,68). Actuaimente no
existe un marcador serologico especifico de la AR, s1 bien se considera
que, en pacientes con clinica compatible con AR. la deteccion de miveles
elevados de FR apoya el diagnéstico (29, 57). Los anticuerpos anti-Sa
pueden detectarse precozmente en la AR, y su deteccion puede ser atil en
el diagnostico de dicha enfermedad, como ha sido rectentemente descrito
en un estudio (203). Utilizando la técnica de IB. estos autores obtienen
una sensibilidad de 32.8% vy una especificidad de 99.7%, con un valor
predictivo (VP) positivo de 98,4% y un VP negativo de 75,5%, cuando la
incidencia de AR entre la poblacion de enfermos estudiados es de un
32.4%. En dicha serie, la deteccion de FR mediante nefelometria tiene
una sensibilidad de 76,3% y una especificidad de 84.2%, con un VP
positivo de 73,7% y un VP negativo de 86%. En otro estudio de nuestro
grupo, se estimd que el calculo tedrico para una incidencia de AR de un
1% en la serie de pacientes da VP positivo y negativo de 52,4% y 99,3%
para los anticuerpos anti-Sa, y de 09% y 985% para el FR,

respectivamente (207).

Estos datos sugieren que el vajor de la deteccién de los anticuerpos
anti-Sa por 1B es superior a la del FR en ¢l despistaje serolégico de la
AR. Sin embargo, el uso de la técnica de IB como técnica "standard"
plantea una serie de problemas, corno su baja sensibilidad y ¢l ser una
técnica demasiado laboriosa. Por tanto, para que la deteccion de los

anticuerpos anti-Sa para el diagnoéstico de la AR pueda realizarse en la
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practica diaria, deberia realizarse mediante una técnica rapida y sencilla,
y que ademas tenga una buena sensibilidad y especificidad. Como en el
caso de otros autoanticuerpos, los principales métodos candidatos para el
despistaje seroldgico de los ac. anti-Sa serian la IFl y la técnica de
ELISA.

Recientemente, en nuestro grupo. se han realizado estudios que han
permitido purificar el antigeno Sa, demostrandose la existencia de dos
tipos de anticuerpos anti-Sa en los sﬁeros de pacientes con AR; uno
dirigido contra el antigeno Sa degradado, y otro dirigido contra el
antigeno Sa nativo (207). Los anticuerpos anti-Sa nativo detectados
mediante ELISA no son especificos de AR, ya que pueden detectarse en el
suero de pacientes diagnosticados de LES. En la AR, los anticuerpos anti-
Sa detectados por ELISA aparecen en el 33,3% de los pacientes, siendo la
especificidad de 93,5%, con un VP positivo de 64,7% y un VP negativo
de 80%. El calculo tedrico para una incidencia de pacientes con AR de un
1% en la serie, da un VP positivo de 4,9% y un VP negativo de 99,2%
(207). Por tanto, el anticuerpo anti-Sa nativo detectado por la técnica de
ELISA seria un parametro inferior al FR detectado por nefelometria,

dada la menor sensibilidad del ELISA.

Sin embargo, con el método de ELISA utilizando ¢l antigeno Sa
purificado y degradado, se obtienen unos resultados similares al IB. La
sensibilidad se incrementa, se detectan anticuerpos anti-Sa en el 76% de
los pacientes con AR, pero la especificidad disminuye, puesto que se
detectan en el 22% de pacientes con LES (207). En definitiva, el ELISA
puede ser muy util en la deteccién de los anticuerpos anti-Sa, pero hemos

descrito anterniormente que la respuesta de anticuerpos anti-Sa es
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heterogénea. y que la capacidad de deteccion de anticuerpos depende de la
degradacion del antigeno. Dicha variabilidad (207), puede lLimitar
técnicamente la utilidad del ELISA como prueba diagndstica. Ademas, la
escasa disponibilidad de antigeno Sa puro es otra limitacion de la

utilizacion del ELISA en la practica de laboratorio diaria.

La IF1 es la técnica mas idénea para el despistaje de los anticuerpos
antinucleares y anticitoplasmaticos en las enfermedades autoinmunes. Para
determinar la utilidad diagnostica de la técnica de IFI para la deteccion de
los anticuerpos anti-Sa en pacientes con AR, se han estudiado 94 sueros y
se han comparado con los resultados obtenidos mediante la técnica de IB,

considerada de referencia en la deteccion de anticuerpos anti-Sa.

Inicialmente, se¢ utilizé la técnica de 1F1 empleando como sustrato
células tumorales HEp-2 y preparaciones de estdmago, riién e higado de
rata, que son los comunmente utilizados para la deteccion de anticuerpos
antinucleares y anticitoplasmaticos. Los resuitados mostraron sélamente
una tincion de fluorescencia nuclear con diferentes patrones (homogéneo,
granular y mixto) y citoplasmica (anti-mitocondrial, anti-misculo liso y
anti-células parietales gastricas), no hallandose patrones citoplasmaticos ni
nucleares diferentes de los ya mencionados. En consecuencia, estos
sustratos, ampliamente utilizados para el despistaje de autoanticuerpos, no

son utiles para la identificacidn de anticuerpos anti-Sa.

A continuacion, se utilizé la técnica de IFI con los sustratos
relacionados con anticuerpos organoespecificos, como son tejido adrenal,
tiroides y pancreas de mono, dado (ue los tejidos humanos equivalentes

son de muy dificil obtencion. El resultado de la IFI sobre estos sustratos
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fue negativo, encontrandose unicamente los patrones de tincion nuclear ya

descritos previamente.

Dado que hasta el momento se habian examinado sustratos animales
y células humanas de origen tumoral, se analizé la especie-especificidad
de los anticuerpos anti-Sa utilizando los sueros de pacientes con AR sobre
otros sustratos, Incluyendo células y tejidos humanos normales. La técnica
de IFI utilizando neutréfilos humanos demostrd la presencia de algunos
casos positivos con la clasica tincién perinuclear (P-ANCA), sin

observarse otros patrones de fluorescencia sobre este sustrato.

Sobre la base de los resultados obtenidos por la técnica de 1B con
fracciones celulares de placenta humana, que sugerian la reactividad de
los anticuerpos anti-Sa con mitocondrias, se utilizé higado humano (tejido
rico en mitocondrias y sustrato idéneo para la deteccién de anticuerpos
contra antigenos citoplasmaticos, como los anti-LKM-3) como sustrato de
Ia técnica de IFIl. Los resultados demostraron que, por esta metodologia,
algunos sueros de pacientes con AR presentaron patrones de fluorescencia
correspondientes a anticuerpos antinucleares, sin poder identificarse un

patrén de fluorescencia compatible con otra reactividad.

Dado que el grupo de Meénard y colaboradores, asi como nuestro
propto grupo de trabajo, habiamos obtenido resultados positivos en la
deteccion de anticuerpos anti-Sa mediante la técnica de IB con extractos
salinos de placenta humana, el siguiente sustrato utilizado en la técnica de
IF1 fue placenta humana. Es en este sustrato donde, por primera vez, se
detecta un patron de fluorescencia diferente a los observados frente a

anticuerpos de distintas especificidades, ya sea antinucleares 6
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anticitoplasmaticas. El patron de fluorescencia que aparece frente a los
anticuerpos anti-Sa tiie homogéneamente el citoplasma de las células del
sincitiotrofoblasto  placentario, adquiriendo la fluorescencia en su
conjunto un aspecto que hemos dado en denominar “patrén anular
sincitial”. Este patron de fluorescencia es de facil identificacion y se
encuentra en un porcentaje significativo (51,1%) de los pacientes
estudiados. La reproductibilidad de la técnica es alta. Este patrén de
fluorescencia anular sincitial se distingue con facilidad de otros patrones
antitrofoblasticos descritos por otros autores, como el patron que
originan los anticuerpos anti-TAl, cuya tincién, limitada al
sincitiotrofoblasto, aparece solo en las areas apicales del sincitio, o el
patrdn que originan los anticuerpos anti-plasmindégeno, cuya tincion es

citoplasmatica, tinendo tanto el sincitio como el citotrofoblasto (224).

Finalmente, se utilizé como sustrato de la técnica de IFI células
JAR, que proceden de un coriocarcinoma humano. Los resultados
mostraron exclusivamente patrones nucleares de fluorescencia. Ello
podria estar relacionado con una escasa formacién de estructuras
sincitiales "in vitro" por parte de esta estirpe celular, pese a su origen

trofoblastico.

La correlacion entre la deteccion del patrén de anticuerpos anti-Sa
por la técnica de IFI y los anticuerpos anti-Sa detectados por técnica de IB
es significativa, aunque existen discordancias. De los 54 sueros con
anticuerpos anti-Sa detectados por [B, 39 muestran un patrén anular
sincitial por [Fl. Esta discordancia podria deberse a una mayor
sensibilidad de la técnica de IB & a la ausencia de anticuerpos anti-Sa

nativo en algunos sueros, lo que haria que no fuesen detectados por la
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técnica de IFI, y si por IB, que detecta anti-Sa degradado. De los 40
sueros anti-Sa negativos por la técnica de IB, la técnica de IFI detectdo 9
sueros con patrén anular sincitial, tratandose probablemente de sueros
con anticuerpos dirigidos exclusivamente contra epitopos nativos del
antigeno Sa. No obstante, existe una asociacién altamente significativa
entre la presencia de anticuerpos anti-Sa por la técmica de IFI y de

anticuerpos anti-Sa por la técnica de IB (p inferior a 0,0001).

Para analizar si el patrén de fluorescencia que aparece en placenta
humana tras incubacién con los sueros de pacientes con AR y anticuerpos
anti-Sa se debe a una reactividad especifica frente al antigeno Sa, se
realizaron tests de adsorcidon con antigeno Sa purnficado. La adsorcién de
los sueros de los pacientes con antigeno Sa purificado eliminé la tincidn
fluorescente. Estos resultados confirman que el patrén anular sincitial
hallado mediante IFl sobre placenta humana corresponde a una
reactividad especifica de los anticuerpos anti-Sa con el antigeno Sa. La
adsorcién con mitocondrias humanas también c¢limind la tincién
fluorescente, y ello esta en relacion con la presencia del antigeno Sa en la
fraccion mitocondrial, como fue demostrado por la técnica de IB.
Utilizando subfracciones mitocondriales para la adsorcién, ia inhibicion
de la tincion de fluorescencia fue sélo parcial, destacando entre ellas la
subfraccion correspondiente a la membrana interna mitocondrial. La
diferente capacidad inhibitoria puede ser debida a una mayor cantidad de

antigeno Sa en dicha subfraccién mitocondrial.

Una vez confirmada la utilidad de la técnica de IFI sobre placenta
humana para la identificacién de los anticuerpos anti-Sa, analizamos el

enfoque semicuantitativo de la técnica. En un nimero reducido de sueros,
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que habian dado una reactividad intensa por IFI a la dilucion de trabajo
(1:5), no se pudo detectar la reactividad (patrén de fluorescencia positivo)
a diluciones iguales o superiores a 1/80. Estos resultados sugieren que el
rango de la dilucidén que permite detectar la reactividad frente al antigeno
Sa mediante IFI es pequenio (dilucion 1/5 a 1/40), lo que hace dificultoso
el poder diferenciar claramente un grupo de pacientes con titulos elevados

de anticuerpos anti-Sa.

La deteccion de anticuerpos anti-Sa, tanto por técnica de IFI sobre
placenta humana, como por técnica de IB, no se asocia significativamente
con ninguno de los autoanticuerpos analizados en este estudio (anticuerpos
antinucleares : anti-ENA, anti-ADN, anti-histonas; anticuerpos
anticitoplasmaticos : anti-mitocondria, anti-misculo liso, ANCA). Sin
embargo, se encontrd una asociacidn, altamente significativa, entre los
anticuerpos anti-Sa detectados por ambas técnicas y la presencia de FR

$érico.

En estudios previos realizados en nuestro centro utilizando la
técnica de IB, se ha podido demostrar una asociacién entre la presencia de
anticuerpos anti-Sa y una mayor incidencia de  manifestaciones
extraarticulares, en particular con la presencia de nddulos reumatoides,
afeccidn pulmonar, SS y amiloidosis renal (200,202,206,225). También se
ha observado que la enfermedad articular parece ser mds grave en los
pacientes con anticuerpos anti-Sa detectados por técnica de IB. En nuestro
estudio, los resuitados obtenidos utilizando la técnica de IB son similares a

los descritos anteriormente.
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Por otra parte, las asociaciones entre las alteraciones clinicas de los
pacientes con AR y la presencia de los anticuerpos anti-Sa. identificados
mediante IF1, es similar a la obtenida mediante IB. Los anticuerpos anti-
Sa detectados mediante la técnica de IFl se asocian con una mayor
frecuencia de afecciéon renal y anemia. La asociacion con SS estd préxima
al grado de significacién estadistica. Los anticuerpos anti-Sa detectados
por la técnica de IFI tambien se¢ asocian con un mayor tiempo de
evolucidn de la enfermedad y estadios radiologicos y funcionales mas

avanzados.

Hemos demostrado que, utilizando la técnica de IFI con sustrato de
placenta humana, se pueden detectar los anticuerpos anti-Sa con un patrén
de fluorescencia caracteristico y reproducible. La técnica de deteccidn es

semicuantitativa.

Actualmente, los anticuerpos anti-Sa se pueden detectar mediante

tres técnicas diferentes : IB, ELISA e IFI.

El 1B permitié inicialmente detectar anticuerpos frente al antigeno
Sa degradado, reconociendo una proteina de 48 KD y sus productos de
degradacidén, utilizando como extractos placenta o bazo humanos. Estos
anticuerpos frente al antigeno Sa degradado son especificos de AR, ya que
no se detectan en pacientes con otras enfermedades autoinmunes del tejido
conectivo, teniendo por tanto valor diagnoéstico. Los anticuerpos anti-Sa
detectados por IB pueden aparecer precozmente, sufriendo fluctuaciones a
lo largo de la evoluciéon de la enfermedad. (206). Su aparicion coincide
con las exacerbaciones clinicas y se asocia con una mayor incidencia de

manifestaciones extraarticulares, en particular, con la presencia de
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nddulos reumatoideos, enfermedad pulmonar, SS y amiloidosis. En
conclusion, tienen valor diagndstico y pronéstico (206). Sin embargo, el
IB es una técnica muy laboriosa y no permite el procesamiento simultdneo
de un gran namero de muestras, requiriendo personal experimentado
tanto en la realizacion de la técnica como en la identificacién del patron

de bandas caracteristico.

El ELISA, desarrollado recientemente por nuestro grupo de trabajo
(207), permite la deteccidén de anticuerpos dirigidos contra el antigeno Sa
nativo. Estos anticuerpos anti-Sa nativo se han detectado tanto en
pacientes con AR como en pacientes con LES. Por consiguiente, el ELISA
es una técnica de gran sensibilidad pero de menor especificidad respecto
al IB. En enfermos con AR, las manifestaciones clinicas de los pacientes
con anticuerpos anti-Sa detectados por ELISA son similares a las de los
pacientes con anticuerpos anti-Sa detectados mediante 1B. Los pacientes
con LES y anticuerpos anti-Sa detectados mediante ELISA presentan un
mayor grado de afeccion articular respecto al resto de pacientes con LES
(207). La técnica de ELISA es un método rapido y sencillo que permite la
cuantificacién de los anticuerpos anti-Sa, siendo atil para la

monitorizacion y seguimiento de los pacientes.

La técnica de IFI sobre sustrato de placenta humana a término,
desarrollada en este trabajo, permite la deteccion de anticuerpos anti-Sa
dirigidos contra el antigeno Sa nativo. Esta técnica ha permitido
comprobar la localizacion citoplasmatica, y especificamente mitocondrial,
del antigeno Sa, identificando un patrén de fluorescencia caracteristico de
los anticuerpos anti-Sa en el citoplasma de las células que forman el

sincitiotrofoblasto de las vellosidades corionicas. Al igual que el IB, los
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anticuerpos anti-Sa detectados por IFI s¢ asocian con una enfermedad mas
grave y con mayor incidencia de manifestaciones extraarticulares. Con
respecto a las técnicas de ELISA e IB, la IFI tiene la gran ventaja de ser
una técnica altamente sensible y facil de realizar en la practica diaria del
laboratorio. Permite ademas un anialisis semicuantitativo en ia deteccion
de los anticuerpos anti-Sa. Al igual que la técnica de IB, requiere para su

interpretacion personal debidamente e¢ntrenado.

En la actualidad, los datos disponibles sugieren que el ELISA
podria ser la técnica de uso para el despistaje de los anticuerpos anti-Sa.
Dicha técnica permitiria detectar y cuantificar los anticuerpos anti-Sa en
poblaciones amplias de pacientes. Sin embargo, para su empleo en la
practica clinica, deben estandarizarse los métodos de purificacion de
antigeno Sa, realizando la técnica de ELISA, tanto con antigeno Sa
degradado como con antigeno Sa nativo, de forma independiente. En el
caso de la existencia de anticuerpos dirigidos contra el antigeno Sa
degradado, 1a técnica idonea de confirmacion serd el IB, y en ¢l caso de la

existencia de anticuerpos dirigidos frente al antigeno Sa nativo, la IFL.

La deteccién de anticuerpos fremte al antigeno Sa degradado
mediante las técnicas de ELISA e IB puede tener utilidad para el
diagnostico seroidgico de AR en la poblacion general. Ademds, permite
seleccionar un grupo de pacientes con enfermedad grave que requiere un
tratamiento mucho mas agresivo. Es posible también que la cuantificacién

de estos anticuerpos sea util para monitorizar la respuesta terapéutica.

La deteccion de anticuerpos frente al antigeno Sa nativo mediante

las técnicas de ELISA e IFI pueden permitir definir un subgrupo de
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pacientes con LES y artritis grave, st bien es menos 1til en el diagnostico
de AR por su menor especificidad. Creemos interesante analizar en el
futuro la incidencia de anticuerpos anti-Sa nativo, detectados mediante
ELISA e IFI, en otras conectivopatias. Los resultados preliminares (207),
utilizando ELISA, sugieren que unicamente aparecen en AR v LES. por
lo que, de confirmarse mediante ELISA e IFI, los anticuerpos anti-Sa

nativo coastituirian un marcador del sindrome de solapamiento AR-LES.

Un posible algoritmo util en el diagnostico precoz de AR podria ser
el que se muestra en la figura 11, aunque se necesita realizar nuevos

estudios para su confirmacion.

La secuenciacidn, identificacién y clonaje del antigeno Sa, permitira
averiguar si €S realmente un antigeno mitocondrial, como indican
nuestros resultados preliminares, y proveeran de los instrumentos
necesarios para estudiar sus caracteristicas y funciones biologicas. Estos
conocimientos pueden ayudar a desarrollar nuevos métodos de deteccion

de los anticuerpos anti-Sa.
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Figura 11. Algoritmo sugerido para el diagnostico precoz de

artritis reumatoide
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CONCLUSIONES

1.- La técnica de IFI sobre cortes congelados de placenta humana a

término permite la deteccién de anticuerpos anti-Sa.

2.- El patron de IF! anti-Sa es citoplasmatico, siendo diferente de
los patrones citoplasmaticos conocidos en las enfermedades autoinmunes,

en particular del patrén anti-mitocondria (M2).

3.- El patrdn de fluorescencia caracteristico de los anticuerpos anti-
Sa se detecta en el citoplasma de las células que forman el
sincitiotrofoblasto de las vellosidades coridnicas, formando un patrén

citoplasmatico nuevo, que hemos denominado "anular sincitial”.

4.- Los anticuerpos anti-Sa reaccionan en IB con una fraccién
citoplasmatica de placenta humana, rica en mitocondrias. La adsorcion
con extracto total de mitocondrias de placenta humana elimina la tincién
de fluorescencia, lo que sugiere que el antigeno Sa es de localizacién

mitocondrial.

5.- La concordancia entre IFI e IB es del 75%. Las discordancias
observadas pueden deberse a que la IFI detecta (inicamente anticuerpos
dirigidos frente al antigeno Sa nativo, y el IB anticuerpos dirigidos frente

el antigeno Sa degradado.

6.- Los resuitados obtenidos mediante IFI en pacientes con AR son
similares a los obtenidos mediante IB en cuanto a las manifestaciones

clinicas asociadas. Los pacientes con IFI positiva presentan un aumento
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significativo de FR, ancmia y manifestaciones renales, asi como una

mayor severidad en las lesiones radioldgicas y en la limitacién funcional.

7.- La técnica de IFl para la deteccion de anticuerpos anti-Sa

complementa a la técnica de IB en el diagnostico de AR.
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