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Introducción 1

INTRODUCCION

CONCEPTO DE AUTOINMUNIDAD

La función esencial del sistema inmune es la protección del

organismo mediante la eliminación o destrucción de los antígenos

extraños <“no-propios”). Por tanto, la distinción entre antígenos

“propios” y “no-propios” es fundamental para el sistema inmune. Una

“tolerancia inmune” excesivaante antígenosextrañoscrearía un estado

virtual de inmunodeficiencia, mientras que una “tolerancia inmune”

defectuosapodría conducir al desarrollo de una reacción autoinmune

patológicay. eventualmente,a unaenfermedadautoinmune.

El mecanismopor el cual se produce el grado adecuadode

tolerancia inmune es poco conocido.La “Teoría de la SelecciónClonal”

(1) propusoque los linfocitos con potencial de atacarantigenospropios

eraneliminadosduranteel desarrollodel sistemainmune. Algunos clones

autorreactivos “prohibidos” podrían escapar a este mecanismo de

selección originando las enfermedades autoinmunes. Aunque la

posibilidad de eliminación de los clonesautorreactivosha sido probada

experimentalmente(2), se puedenhallar estos clonesen personassanas

con una frecuencia superior a la esperada(3,4), sugiriendo que este

mecanismono es suficiente para explicar el fenómeno cte tolerancia

inmunológica.

Parece ser que, aunque los clones autorreactivos existen en

personassanas,se hallan bajo un estrechocontrol por el sistemainmune,
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probablementepor parte de linfocitos T específicosque reconocenlas

célulasefectorasautoinmunes.Por otra parte, hay pruebasde la función

fisiológica de ciertas reaccionesautoinmunes,probablementecon la

finalidadde eliminar los autoantígenosliberadospor la muertecelular (5)

o intervenir en la regulación del sistema inmune a través de la red

idiotípica. Estasreaccionesy los mecanismosque las regulan son poco

conocidas, y se ignora la causa por la que, en determinadas

circunstancias,puedeninducir unaenfermedadautoinmune.

La autoinmunidad,en resumen,es consecuenciadel fallo o ruptura

de los mecanismosfisiológicos responsablesde mantenerla toleranciaa lo

propio. Sin embargo,¡os fenómenosautoinmunessólo se conviertenen

enfermedadautoinmunecuando no estándirigidos a cumplir un papel

fisiológico en el organismo.

PATOGENIA DE LAS ENFERMEDADESAUTOINMUNES

Las enfermedadesautoinmunesson variables en su expresión

clínica y pronóstico, pero presentanrasgos patogénicoscomunes. Las

diferencias parecen relacionarsecon la naturaleza del autoantígeno

implicado, los patrones de migración leucocitaria y los mecanismos

reguladores inmunológicos, incluyendo citocinas, autoanticuerpos y

célulasT citotóxicas. La figura 1 esquematizala respuestaautoinmuney

los posiblesmecanismosinductoresy efectoresde autoinmunidad.En

general,se requierenal menos tres condicionesprevias : la persistencia

de linfocitos T y E autorreactivos.la accesibilidaddel sistemainmune al

autoantígeno,y el procesamientoy presentacióndel autoantigenopor una



Introducción 3

célulapresentadorade antigeno,lo cual se realiza,en conjuncióncon una

moléculadel complejo mayorde histocompatibilidadde claseII, ante los

linfocitos T “helper”.

En conjunto. los mecanismosinductoresde autoinmunidadpueden

clasificarseen tres grandesgrupos

a) relacionadoscon peculiaridadesdel autoantígeno.

b) relacionadoscon las célulaspresentadorasde antigeno

c) relacionadoscon los mecanismosinmunorreguladores

Dentro del primer grupo, se comentarán a continuación los

principalesmecanismos

U Un autoantigenoque normalmenteno entra en contactocon el

sistema inmune puede, caso de hacerlo, originar una respuesta

autoinmune,dadoque no ha podidoproducirsepreviamenteel procesode

tolerancia inmune. Así, los antígenos del esperma, habitualmente

separadosde los mecanismosinmunes, pueden inducir la aparición de

autoanticuerposcuandoentranen contactocon el sistema inmune, por

ejemplo tras una vasectomía <6). Actualmente se cree que estos

autoanticuerposno generanenfermedadautoinmune franca en el ser

humano.

2) El mecanismo inductor de autoinmunidad denominado

“mimetismo molecular” supone que un autoantígeno y un antígeno

exógeno,como el de un microorganismoinfeccioso, puedencompartir

determinantesantigénicos,lo que convierte la respuestainmune normal

contra el microorganismoen una respuestaautoinmune. Un ejemplo
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clásico es el de la fiebre reumática,en la que se suponeel mimetismo

molecularentreun antígenodel estreptococobeta-hemolíticoy la miosina

del músculocardiaco(7). En estemecanismo,es crucial la similitud entre

el antígenopropio y el no-propio,lo suficiente para generarinmunidad

cruzada,pero sin que exista una identidad absolutaentre ambos,ya que

ello podría generarun mecanismode tolerancia inmune. Asimismo, el

mantenimientode la respuestaautoinmunerequiereun reforzamientode

la mismapor partedel autoantígeno,perpetuandoasí la reaccióninmune.

En general,estemecanismoes difícil de reproducir experimentalmente,

por lo que muchos supuestos de mimetismo molecular han sido,

probablemente.sobreestimados.

3) La alteraciónmolecularde un autoantígeno,ante el cual existía

tolerancia inmune, puede desencadenaruna reacción autoinmune.Si la

alteraciónes provocada“in vitro”, en algunasocasioneslos anticuerpos

producidoscontrael autoantigenomodificadopuedentambienreaccionar

con el antígenonativo “in vivo”. En ciertas ocasiones,las modificaciones

del autoantígeno pueden producirse directamente “in vivo”,

probablementepor Ja acción de fármacos, productos químicos e

infecciones.Este sería el posiblemecanismoinductor de la miocarditis

desencadenadapor la infección con el virus Coxsackie83 en ratones(8),

en la que algunosautoreshan propuestoque la infección viral altera las

característicasde la miosina cardiaca, generando una reacción

autoinmune(9).

4) Determinadosautoantígenosa los que se adicionan grupos

hapténicosde origen exógeno, podrían convertirse en diana de una

reacción autoinmune tras ser sometidos a dicha modificación. Este
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mecanismopermitiría explicarciertasreaccionesautoinmunesprovocadas

por fármacos,como por ejemplo, el desarrollo de anemia hemolítica

autoinmune dirigida contra antígenosdel sistema Rh despuésde la

administraciónde alfa-metildopa(10).

5) En ciertasocasiones,algunosanticuerposanti-idiotipo podrían,

accidentalmente,reproducir la configuración de un autoantígeno,contra

el cual desencadenaríanuna respuestaautoinmune.Este mecanismo(“de

imagen interna”) ha sido propuestoen un ejemplo de miasteniagravis

experimentalen conejos(11).

6) En el contexto de enfermedadesneoplásicas,ciertos antígenos

tumoralespodrían compartir epítopos que simularían los presentesen

determinadosautoantígenos,generandoasí una respuestaautoinmune,

habitualmente denominada paraneoplásica.Este mecanismo se ha

propuestoen tumoresováricosasociadosa degeneracióncerebelosacon

presenciade anticuemoscontra las célulasde Purkinje (12). Tambiénse

ha descrito la aparición de autoanticuerposacantolíticos y pénfigo

paraneoplásicoen asociacióna diferentestipos de tumores(13).

En el segundogrupo de mecanismosinductoresde autoinmunidad

se incluyen determinadasalteracionesde las células presentadorasde

antígeno.Distinguimosdos mecanismosprincipales

1) La expresiónaberrantede moléculasdel complejo mayor de

histocompatibilidad (CMH) por células componentesde un tejido,

conjuntamentecon un autoantígenoconstituyentede la célula, podría

iniciar una respuestaautoinmunecontrael tejido. Este es el mecanismo
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propuestoparala diabetesinsulin-dependiente,en la cual las célulasde los

islotes pancreáticosexhibendicha expresiónaberrante(14). Aunque este

mecanismo ha sido sugerido en otros contextos de enfermedad

autoinmune,experimentalmente,sin embargo,no han podido inducirse

reaccionesautoinmunesincrementandola expresiónde moléculasde clase

11 dei CMH porpartede los tejidosdiana.

2) Las infecciones virales, capacesde provocar la secreciónde

interferón gamma. pueden, a través de esta citocina, incrementar la

expresiónde moléculasde clase II del CMH, induciendouna respuesta

autoinmune contra determinadostejidos de una forma similar a la

descritaen el anteriorapartado. Asimismo, tambien podría incrementar

la expresión de moléculas de clase 1 del CMH, induciendo un daño

citotóxico tisularmediadopor linfocitos T CD8-i-. Tampocohay evidencia

experimentalsobreesteposiblemecanismoinductorde autoinmunidad.

El tercer y último grupo de mecanismos inductores de

autoinmunidadconílevala alteraciónde los sistemasinmunorreguiadores.

Dentrode estegrupodistinguimoslos siguientesmecanismos

1) El fallo en la delección clonal completa de ciertos clones

autorreactivospodría explicar la posibilidad de reaccionesautoinmunes

en determinadosindividuos, aunqueprobablementeson necesanasotras

alteracionesinmunorreguladoraspara desencadenarla autoinmunidad.

2) Existe evidenciaexperimentalde que ciertosclonesde linfocitos

T supresorespueden“proteger” a los animalesde experimentacióncontra

mecanismosexógenoscapacesde inducir respuestasautoinmunes.Esta
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protecciónen transferiblea otros animalesmediantecélulasesplénicasdel

animal protegido, y especificamentea través de una línea de células T

supresoras(15.16). Asimismo, cepasde ratonescon alta susceptibilidada

la generación de respuestasautoinmunes, son deficitarios en la

producción de células supresoras específicas de antígeno, y esta

producciónse reduceprogresivamenteen los animalesmás viejos, lo cual

se correlaciona con la mayor predisposición de estos animales al

desarrollo de enfermedadesautoinmunes (17). Aunque no se han

encontradoevidenciassimilares en humanos,se ha postulado que una

reducción de los linfocitos T supresoresantígeno-específicospodría

inducir reaccionesautoinmunesen determinadoscontextosclínicos como

la artritis reumatoide(AR) o la tiroiditis de Hashimoto(18,1<)).

3> Dentro de la dotaciónnormal de linfocitos B del organismo,es

muy probable que existan células B autorreactivas,y por tanto con

potencialidad para producir autoanticuerpos. De esta forma, una

activaciónpoliclonal de los linfocitos B generaríanumerososanticuerpos

autorreactivos.Un ejemplo clásico de este mecanismo de activación

policlonal seria el lupus eritematososistémico(LES). Esta teoría, sin

embargo, no explica la especificidadconcreta de los autoanticuerpos

encontrados,ya que, incluso en una enfermedadcomo el LES, en la que

se encuentraun amplio espectrode autoanticuerpos,no se encuentran

habitualmente anticuerpos organoespecíficos,y, dentro de los no-

organoespecíficos,es característicala presenciade determinadostipos de

autoanticuerposy la ausenciade otros. El mecanismode activación

policlonal B se ha invocado igualmentepara explicar la patogeniade la

enfermedadinjerto-contra-huésped,pero también en este contexto se

producenúnicamentedeterminadosautoanticuerpos.La presenciade un
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autoantígeno.a elevadasconcentraciones,en el momentode producirse

los fenómenosinjerto-contra-huésped,puedefavorecerla producciónde

autoanticuerposespecíficoscontradicho antígeno(20).

4) Puede demostrarsela existencia de anticuerpos antiidiotipo.

dirigidos contra epítoposde la región Fab de las inmunoglobulinasy ¡os

receptoresde los linfocitos 8. Se ha postuladoque dichos anticuerpos

tienen una función reguladora del sistema inmune, estando

interrelacionadospor lo que se ha denominado “red idiotípica”. Las

respuestasantildiotipo se han demostradoen el contexto de diversas

enfermedadesautoinmunes, lo que ha llevado a postular que la

autoinmunidad podría ser desencadenadapor una alteración de los

mecanismosde regulaciónde la red idiotípica.

5) De igual forma que, tras el procesode delecciónclonal, podrían

persistir clonesde linfocitos B autorreactivos,se postula la presenciade

clones T autorreactivos, los cuates, en condiciones normales, no

desencadenaríanrespuestasautoinmunes contra los correspondientes

antígenosdiana. En situacionespatológicas,estatoleranciade célulasT

podría seralterada,iniciando la enfermedadautoinmune.

Una vez iniciada la respuestaautoinmunese ponenen marcha tres

gruposprincipalesde mecanismosefectores

a) linfocitos B y producciónde autoanticuerpos

b) linfocitos T CD4+ y producciónde linfocinas

c) linfocitos T CD8-’- citotóxicos
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La respuestainmune mediada por linfocitos B se desencadenaa

partir de determinadasinterleucinas(IL-4, lbS e IL-6) secretadaspor

los linfocitos T CD4-4-, que inducen ka proliferación y diferenciaciónde

las células B. Como consecuencia, se produce la síntesis de

autoanticuerposde claselgG. Los autoanticuerpospuedeninducir daño

tisularpor diversosmecanismos,dentrode los cualesse encuentran

1) La opsonizaciónde célulascirculantesy su posteriordestrucción

por el sistema mononuclearfagocítico (por ejemplo, opsonizaciónde

eritrocitos, leucocitos y plaquetas, generando anemias hemolíticas,

neutropeniasy trombopeniasautoinmunes).

2) La destruccióncelularproducidaporactivaciónde la cascadadel

complemento(por ejemplo,en las anemiashemolíticasautoinmunes).

3) La citotoxicidadmediadapor célulasdependientede anticuerpo

(por ejemplo en determinadastiroiditis (19)).

4) La formación de inmunocomplejos,bien a nivel local, bien

circulantes, con posteriordepósito en determinadosórganos.En ambos

casos,los inmunocomplejospuedenactivar la cascadadel complementoy

atraerleucocitosdirectamenteresponsablesdel dañotisular (por ejemplo,

las lesionesrenalesdel LES (21)).

5) Los autoanticuerposproducidospueden tenerasimismo efecto

inhibidor o estimulantesobre determinadosreceptoresde la superficie

celular. Así, los anticuerposcontra el receptorde acetilcolina en la

miastenia gravis, generan una alteración funcional por bloqueo del
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receptor(22). En cambio,los anticuemoscontrael receptorde la TSH en

la enfermedadde Graves,tienen una capacidadestimulantedel receptor,

pudiendomimetizarla acciónde la hormona(23).

Los mecanismosefectoresrelacionadoscon los linfocitos T CD4+

son mediadosprincipalmentepor citocinas. En determinadoscasos, el

efectode las linfocinases directamentelesivo para las célulasdel tejido,

como es el caso de los factoresde necrosis tumoral (TNFs’). En otros

casos,las interleucinasatraeny estimulan la actividad de otras células

efectoras,como ocurre con el interferón gamma y su efecto sobre la

actividad de las células asesinasnaturales(“natural killer”. NK) y su

capacidadde aumentarla expresiónde moléculasde claseII del CMI],

generandola presenciade un mayornúmerode linfocitos CD4+.

Finalmente, los mecanismosefectores mediados por linfocitos

CD8-~-, son generadospor la capacidadde citotoxicidad directa de estas

células,actividadreguladapor la expresiónde moléculasde clase 1 del

CMI] en las células diana. Experimentalmente,los linfocitos CDS+

citotóxicospuedenreproducirlas lesionesen determinadasenfermedades

autoinmunes(24,25).

En definitiva, actualmentese piensa que la mayor parte de las

enfermedadesautoinmunesson producidaspor una combinaciónde los

tres gruposde mecanismosefectores,puestoque en muchasde ellas hay

evidencia experimental relacionada con varios mecanismosde daño

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 enfermedadesautoinmunesse han clasificado

en dos grandesgrupos,según seansistémicas(no organoespecíficas),o

esténdirigidas contraun determinadoórgano(organoespecíficas).Debido

al aparentesolapamientoentre estos dos grupos,se ha señaladoque es

másconvenientehablarde “espectro” (26). Paradójicamente,en algunas

enfermedades,a pesarde que el antigenodianade la reacciónautoinmune

se distribuye ampliamente por el organismo, la enfermedad se

circunscribea un sólo órganoo tejido, o afectade forma limitadaa cierto

conjunto de órganos (27). Una clasificación operativa de las

enfermedadesautoinmunes (tabla 1) debería incluir, por tanto, los

siguientesgrupos

a) Enfermedadesautoinmunesorganoespecíficas,en las que las

alteracionesse concentranprimariamentesobreun único órgano, tejido,

tipo celular o uno de sus productos, quedando restringidas las

manifestacionesclínicas al órgano, tejido o célula afectados. Los

autoantícuerposque aparecenen este grupo de enfermedadesson

denominadosorganoespecíficos,y algunos intervienende forma clara en

la patogeniade Ja enfermedad.

b) Enfermedadesautoinmunesorganoespecíficas“paradójicas”, en

las que existe un autoantígenodistribuido de forma sistémica,y uno o

varios autoanticuerposno órganoespecíficos,pero la enfermedad se

localiza principalmente en determinados tejidos u órganos. El

autoanticuerpo“marcador” no tiene relación evidentecon la patogeniade

la enfermedad,y el significadode supresenciaaún no ha sido resuelto.
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e) Enfermedades autoinmunes multisistémicas o no

organoespecíficas,en las que se detectanmúltiples anticuerposdirigidos

contra autoantígenos intracelulares o de la superficie celular.

ampliamente distribuidos por el organismo. Las implicaciones

fisiopatológicasson atribuidas princmalmenteal depósito sistémico de

inmunocomplejos,y, posiblemente.a los anticuerposdirigidos contra los

antígenosde superficiede las célulassanguíneaso del endoteliovascular.

Las enfermedadesautoinmunesrelacionadascon el tejido conectivo

estarianencuadradas,segúnestaclasificación,en los dos últimos grupos.

Dentro del grupo de enfermedadesorganoespecíficas“paradójicas”,

incluiríamos al síndromede Sjñgren (SS) y al comuplelo polimiositis 1

dermatomiositis.En estasenfermedades,pesea apareceranticuemosno-

organoespecíficos,las manifestacionesclínicas se limitan a un conjunto

restringido de órganos. En el grupo de enfermedadesautoinmunes

reumáticassistémicaso no organoespecíficas,se incluirían las siguientes

LES, AR, enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) y

esclerodermia,así como los síndromesde solapamiento(“overlap”). En

todas estas enfermedadesexiste una afección de múltiples órganos y

aparecenfrecuentementeautoanticuerposno-organoespecíficos,dirigidos

contraantígenosnucleares(ANA) de diferentesespecificidades.Algunos

de estosautoanticuerpossonespecíficoso marcadoresde enfermedad.
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TABLA 1. Clasificación de las enfermedades autoimnunes.

A) ENFERMEDAI)ES AUTOINMUNES ORGANOESPEC IFICAS

-Enfermedadde Addison

-Gastritiscrónicaatrófica¡ Anemia perniciosa
-Tiroiditis de Hashimoto
-Anemiahemolíticaautoinmune
—Neutropeniaautoinmune
-Trombopeniaautoinmune
-Aplasia purade serieroja
-Enfermedadde Graves
-Viti ligo
-Diabetesinsulin-resistente
-Diabetesmellitus tipo 1
-Esclerosismúltiple
-Miasteniagravis

B) ENFERMEDADES AUTOIN N4UNES ORGANOESPECIFICAS

“PARADOJICAS”

-Síndromede Sjógren
-Polimiositis 1 Dermatomiositis
-Síndromede Goodpasture

-Cirrosis biliar primaria
-Vasculitis sistémicasnecrotizantes
-Hepatitiscrónicaactivaautoinmune
-Pénfigoy enfermedadesbullosascutáneasautoinmunes

Cí ENFERMEI)AI)ES AUTOINMUNES MULTISISTEMICAS O NO
ORGANOESPECIFICAS

-Lupuseritematososistémico
-Esclerodermía
-Enfermedadmixta del tejido conectivo
-Artritis reumatoide
-Síndromesde solapamiento(‘overlap”)
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A UJTOANTICUERPOS

PAPEL DE LOS AUTOANTICUERPOS EN LA

ENFERMEDADAUTOINMUNE

Al evaluarla presenciade un autoanticuerpoen e! contexto clínico

de una enfermedadde origen presuntamenteautoinmune,debentenerse

en cuentatresposiblesmecanismos:

a) La enfermedad tiene una patogeniaautoinmuney por tanto los

autoanticuerpossondirectamenteresponsablesde las lesioneshistológicas,

signos y síntomasde la enfermedad,a través de mecanismosde base

inmunológica(por ejemplo,las anemiashemolíticasautoinmunes).

b) La enfermedadtiene su origen en otro agenteenológico,el cual,

produciendoel daño tisular, induce la aparición de los autoanticuerpos,

los cualesno tienen papel patogénicopor si mismos, constituyendoun

epifenómeno(por ejemplo, los anticuerposanti-LKM 2 en la hepatitis

inducidapor fármacos).

e) Un agenteetiológico inducede forma independienteel desarrollo

de la enfermedady los fenómenosautoinmunes(por ejemplo,la aparición

de anticuerposanti-LKM 1 en la infeccióncrónicaporvirus C).

Paraprobar la primerahipótesis,es decir, el origen autoinmunede

la enfermedad,debe contarsecon una o más de las siguientesevidencias

experimentales
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1) La inducción deliberada de autoinmunidaden un animal de

experimentacióndebe reproducir las lesiones característicasde la

enfermedad.Ejemplosclásicosson la tiroiditis experimentalinducidapor

tiroglobulina o la encefalomielitis alérgica experimental inducida por

proteína básica de la mielina. En ambos casos, la utilización de un

autoantígeno especifico induce la aparición de una enfermedad

autoinmune organoespecífica, desarrollándose lesiones histológicas

similaresa las de su contrapartidaen el serhumano.

2) La alteración deliberada del sistema inmune del animal de

experimentación puede evitar el desarrollo de una enfermedad

autoinmune,en basea la intervenciónsobre los mecanismosefectores

supuestamenteimplicados. De ese modo, el desarrollode enfermedades

autoinmunesespontáneasen animalesgenéticamentepredispuestospara su

desarrollo, puede quedarmodificado por la extirpación de la bursa de

Fabricio o el timo, o por el tratamiento inmunosupresor,cuando se

realiza antes del desarrollo completo del modelo experimentalde la

enfermedad.

3) En clínica humana, la transferencia de un autoanticuerpo,

presenteen el suero de un enfermo, a una personasana, es capazde

inducir la aparición de signosy síntomasde la enfermedadautoinmune.

Áunque estasevidenciasestán limúadas por consideracioneséticas, el

clásico experimentode William Harrington realizado sobre si mismo

(28), probó que el plasma de un paciente afecto de púrpura

trombocitopénicaautoinmune,transfundidoa otro ser humano,generaen

éste¡a enfermedad,demostrandoel papel patogénicode los anticuerpos

antiplaquetarios.Otro ejemplo basadoen una evidenciade estetipo, es la
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tirotoxicosis neonatal,inducidapor anticuerposcontra el receptorde la

TSH, los cuales, al pasar la barrera placentaria, inducen un estado

transitorio de enfermedadde Gravesen neonatoshijos de madresafectas

(26).

4) La presenciade un autoanticuerpoes capazde interferir con una

función fisiológica medible. Así, la absorciónde vitamina ~12 a nivel

gástrico, mediada por factor intrínseco, puede ser bloqueada por la

presencia del suero del paciente, en el cual se demuestra un

autoanticuerpocontrael factor intrínseco.

En conjunto, aunqueel número de autoanticuerposdescritos es

considerable,la evidenciade su papel patogénicoes muy limitada en la

mayorpartede los casos.
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CLASIFICACION DE LOS AUTOANTICUERPOS

La tabla II muestra una clasificación de las diferentes

especificidadesde autoanticuerpos.Se distinguentresgruposprincipales

a) Anticuerpos no organoespeciticos, no específicos de

tejido. Estándirigidos contra antígenoscuya localización fisiológica no

se limita a un sólo órganoni tampocoa un único tejido. Ejemplostípicos

son los anticuerposantinucleares(cuya clasificación se desglosaen la

tabla III), los anticuerpos antimitocondria, y otros. Aparecen

generalmenteen enfermedadesautoinmunesmultisistémicasy tambienen

enfermedadesorganoespecíficas“paradójicas”.

h) Anticuerpos no organoespecít’icos. específicos de

te.¡ido. Estándirigidos contraantígenoslocalizadosen tejidos concretos,

formandoparte, sin embargo,de diversos órganos.Así, los anticuerpos

antimúsculo liso son específicos de este tejido, pero pueden ser

encontradosen algunaszonaspertenecientesa órganosdiferentes,como la

mucosagastrointestinal,los espaciosportahepáticos,la zona peritubular

renal,etc, no estandopor tanto restringidosa un sólo órgano.

c) Anticuerpos organoespecíficos.Están dirigidos contra

antígenoslocalizadosen un sólo órgano,no siendo detectablesen otros.

Ejemplostípicos son los anticuerposanti-tiroglobulina o los anticuerpos

anti-microsomalestiroideos.En todos los casos,estosautoanticuerposse

manifiestan de forma preferente en enfermedades autoinmunes

organoespecíficas.
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Tabla II. Clasificación de los autoanticuerpos
A) AUTOANTICUERPOS NO ORGANOESPECIFICOS, NO
ESPECIFICOS DE TEJIDO

Anticuerposantinucleares
-Anti-ENA (nRNP, Sm, Ro, La)
•-Anti-histonas
-Anti-RA33, anti-RANA
-Otros anticuerposantinucleares

-Anticuerposanti-mitocondria
-Anticuerposanti-microsomashepatorrenales
-Anticuerposanti-citoplasmade neutrófilos
-Anticuerposanti-aparatode Golgi
-Anticuerposanti-ribosomales
-Anticuerposanti-Jol
-Anticuemosanti-lisosomiales
-Anticuerposanti-cardiolipina
-Anticuerposanti-citoesqueleto(queratina,vimentina)

B) AUTOANTICUERPOS NO ORGANOESPECIFICOS, ESPECIFICOS

DL TEJIDO

-Anticuerposanti-músculoliso
-Anticuerposanti-músculoestriado
-Anticuerposanti-membranabasalglomerular
-Anticuerposantí-reticulina
-Anticuerposanti-sustanciaintercelular
-Anticuerposanti-colágenotipo II

C) AUTOANTICUERPOS ORGANOESPECIFICOS

-Anticuerposantiperoxidasatiroidea
-Anticuemosantitiroglobulina
-Anticuerposanti-célulasparietalesgástricas
-Anticuerposanti-factorintrínseco
-Anticuerposanti-cortex adrenal
-Anticuerposantieritrocitarios
-Anticuerposantiplaquetarios
-Anticuerposanti-neutrófiios
-Anticuerposanti-receptorde TSH
-Anticuerposanti-proteinabásicade la mielina
-Anticuerposanti-melanocitos
-Anticuerposanti-célulasbetade los islotespancreáticos
-Anticuerposanti-receptorde acetilcolina
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Tabla III. Clasificación de los anticuerpos antinucleares

A oticuerpos
dirigidos
contra
membrana y

-Ac. antiláminas A/B/C (7OKD/67KD/ÓOK D)
-Ac. antiporos nucleares(2IOKD)
-Ac. antireceptor lámina B (6IKD)
-Ac. antimatriz nuclear

matriz nuclear -Ac. ami-Al hnRÑP
-Ac. anti-A2 hnRNP¡ RA33 (33KD>

Anticuerpos
dirigidos
contra

-Ac. anti-ADN dc
-Ac. anti-ADN sc
-Ac. anti-histonas (¡-II -H2A-H2B-H3-H4)

nucleosomas
(proteinas
asociadas a

-Ac. anti-MMG y anti-LMG
-Ac. anti-ADN topoisomerasa1 (Scl7O)
-Ac. anticentrómero AIBIC (I7KD/SOKD/I4OKD)

ADN) -Ac. anti-ADN topoisomerasa11
-Ac. anti-KuIKiISL (p70 y p80)
-Ac. anti-PCNA ¡ ciclina (34KD)

Anticuerpos
dirigidos
contra

-Ac. anti-UI RNP 7OKD/A/C (7OKD/33KD122KD)
-Ac. anti-U2 RNP AJB’ (3IKD/25KD)
-Ac. anti-SmBB’/D (28KD/I4KD)

proteinas
asociadasa

-Ac. anti-Ro/SSA(6OKD/52KD)
-Ac. anti-La/SSB(50 KD)

ARN -Ac. antiaminoacilt-ARN sintetasas
(anti-Jol,otros)

Anticuerpos
dirigidos
contra

-Ac. anti-RNA polimerasa1, 11 y III (14-220KD)
-Ac. anti-Th/To (4OKD, 7.2 ARN y 8.2 ARN)
-Ac. anti-U3 RNP/fibrilarina (34KD)

nucleolos
y rihosomas

-Ac. anti-NOR9O~19OKD)
-Ac. anti-Pm-Scl(20-1 IOKD)
-Ac. anti-B23/nucleoplasmina(23KD)
-Ac. anti-C23 (IIIOKD)
-Ac. anti-SRP(59KD)
-Ac. anti-MAS (4S ARN)
-Ac. antiribosornasPO/Pl/P2 (38KD/19KD/l 7KD)
-Ac. anti-ARN
-kw. anti-ARNsaP (38KD)
-Ac. anti-APPribosa polimerasa(11 6KD)

Otros -Ac. anti-Su(SOKD)
anticuerpos
antinucleares

-Ac. anti-Ma
-Ac. anti-Me (16-11OKD)
-Ac. anti-Mil y anti-Mi2 (56KD)

20
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ARTRITIS REUMATOIDE

La AR es la enfermedadreumática sistémica autoinmune más

frecuente.Se calculaque másde un 1 % de la poblaciónespañolapresenta

la enfermedadde una forma máso menosgrave(29). En adultos,la edad

de comienzomás frecuenteesentrelos 30 y los 50 años. Es de dos a tres

vecesmásfrecuenteen mujeresqueen hombres(30).

La artritis es poliarticulary simétrica,afectandofundamentalmente

a las articulacionesde los miembrossuperiorese inferiores,con efusión

intrarticular y periarticular.Es clásica la rigidez articular matutina. En

contraste con otras artropatías, suele ser erosiva y culmina con la

destrucciónarticular. La enfermedadafecta también a otros órganosy,

junto a las alteracionesarticulares, pueden aparecermanifestaciones

sistémicascomo malestargeneral y fiebre, vasculitis o alteracionesen

piel, ojos o pulmón.

El curso de la enfermedad es fluctuante, produciéndose

exacerbacionesy remisiones. No existe un tratamiento curativo,

dirigiéndoselos intentos terapéuticosa la reducción de la inflamación y

del dolor y a la preservaciónde la función articular para evitar la

incapacidadfuncional.

La artritis resultade una interaccióncomplejade celulassinoviales

con linfocitos en la membrana sinovial (31>. El evento inicial que

desencadenala lesiónarticular esdesconocido.Se suponeque un agente

no identificado inicia la inflamación aguda de la membranasinovial.

Posteriormente,péptidosy moléculasde adhesiónen las celulassinoviales



Introducción ir,
44.

activadasatraena linfocitos y monocitosal espacioarticular (32). Las

celulasproliferativas sinoviales expresanantigenosCMI] de clase II y

coestimulana moléculasque aumentanla activaciónde celulasT CD4-+-

(“helper”) infiltrativas (33). Estas,a su vez, estimulana celulas B en la

membrana sinovial para producir inmunoglotulinas. Algunas celulas

sintetizan localmenteanticuemosde clase IgG, que se unen a otras

moleculasde lgG en la articulación para formar inmunocomplejos.Los

inmunocomplejos activan la cascada del complemento, provocando

sucesivosestadosinflamatoriosqueprovocanhinchazón,calor y dolor en

las articulaciones.El procesoinflamatorio determina la liberación de

proteasas lisosomales, radicales oxigenados y prostaglandinas,que

lesionanel colágenoy la matriz cartilaginosade la articulación.Además,

la IL-l activa las colagenasas,que inducenla reabsorcióndel hueso.

Por último, la proliferación de las celulas sinoviales forma una

masa granulomatosa,que invade y erosiona el cartílago y otras

estructurasde la articulación. No todos estos procesossecuencialeshan

podidodemostrarsedefinitivamente.Soncuestionestodavíadebatidassi el

factor reumatoidecontribuyea las lesiones,o si la sinovitis reumatoide

depende de células T activadas. En las células T obtenidas de

articulacionesreumatoidesen fasesevolutivas avanzadas,por tanto no

representativasde lesiones precoces,faltan marcadoresde activación,

mostrandopocaactividadproliferativa “in vitro” y produciendopequeñas

cantidadesde citocinas (34). Dentro de la articulación, linfocinas

monocíticascomo el factor transformadorde crecimiento beta, pueden

evitar o disminuir la regulaciónde la activaciónde célulasT (35).
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El SS aparecehastaen el 70% de los pacientescon AR (36-42), si

bien la prevalencia real es desconocida,dadas las diferencias en los

criterios de diagnósticoy en el tiempo de evolución de los pacientes

incluidos en los diferentesestudios.La frecuenciadel SS aumentaen la

AR en relación al tiempo de evolución de la enfermedad(37). Algunos

estudiosindicanunamayorincidencia de manifestacionesextraarticulares

y autoanticuerposen pacientescon SS y AR (43,44), en particular ac.

anti-Ro/SSA(38,45).

La amiloidosis secundariao depósitoextracelularde amiloide AA

esunacomplicaciónpoco frecuentede la AR, afectaa un 5-15% de casos

(46-49), aunquela incidencia dependedel tiempo de evolución (50-52).

Es unade las principalescausasde muertedebidaa la AR.

Finalmente, la anemia de la AR es multifactorial (ferropenia,

anemiade transtornocrónico inflamatorio,etc), pero esmuy frecuenteen

pacientescon enfermedadactiva.
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AUTOANTICUERPOSEN LA ARTRITIS REUMATOIDE

La tabla IV muestra las diferentes especificidades de

autoanticuerposencontradasen pacientescon AR, clasificadasen razónde

su sensibilidad (frecuenciade aparición) y especificidad(restricción a

enfermoscon ARt A continuaciónse comentaránpor separadocadauno

de los autoanticuerpos.

TABLA IV. Autoanticuer os en la artritis reumatoide

ALTA ESPECIFICIDAD BAJA ESPECIFICIDAD
FRECUENCIA
BAJA

• Xc. anti-RNP ¡ Sm

• Ac. antí-Ro 1 La

• Ac. anti-ADNdc
• Ac. anti-colágeno II
• Ac. anticardioli ma

FRECUENCIA
MEI)IA

• Ac. anti-RA33

(A2-hnRNP)

• Ac. anti-histonas

Ac. ANTI-SA
FRECUENCIA
ALTA

• Factor reumatoide

• Ac. anti-queratina

( = factores anti-

perinucleares)

• Ac. anti-vimer¡tina

• Ac. antinucleares

específicos de

granulocitos (G 5-AN A)

• Ac. antí-RANA

FACTORREUMATOIDE

El factor reumatoide (FR) es un autoanticuerpodirigido contralos

buclesaminoacídicosde la región constantede la IgG (53). El FR clásico

es de claselgM y tiene carácterpoliclonal. Se detectaen un 70-80% de

los pacientescon AR y en sólo un 5-10% de pacientescon AR juvenil.

Aunque es característicode esta enfermedad,no es específico de la
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misma. Su ausenciano excluye el diagnóstico,ya que es relativamente

frecuente su aparición después del primer año de evolución. Los

inmunocomplejosformadospor FR e lgG se han relacionadocon las

complicacionesvascularessistémicasde la AR.

El FR se produce normalmentedurante la respuestainmune a

antígenosexógenos,observándosea menudoy de forma transitoria, en el

suerode pacientescon infeccionesvirales,bacterianaso parasitarias(54).

Asimismo, es relativamentefrecuenteen otras enfermedadesreumáticas,

como el LES, la esclerodermia,el SS y los síndromesde solapamiento.

Finalmente, ciertos estadoshiperglobulinémicos.como son la púrpura

hiperglobulinémica,la crioglobulinemia, las hepatopatíascrónicaso la

sarcoidosis,se asociancon positividadpara el FR. Generalmente,en los

procesosno reumatológicoslos títulos de FR sonbajos.

La AR seropositiva(con FR), se caracterizapor un aumentode la

incidencia de nódulos reumatoides,vasculitis o enfermedadintersticial

pulmonar, y un peor pronóstico articular (55-67). Estos pacientes

presentanmás alteraciones radio!ógicas articulares, peor capacidad

funcional, más actividad inflamatoria y más manifestaciones

extraarticulares<67,68). La mayoría de los estudiosmuestranque las

manifestacionesextraarticularesson másfrecuentesen pacientescon AR

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

La presencia de autoanticuerpos dirigidos contra antígenos

nucleareses frecuenteen pacientescc’n AR. Su frecuenciaoscila entreel

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

La técnicade laboratorio más utilizada para su detecciónes la

inmunofluorescenciaindirecta (lEí), empleando como sustrato células

tumoraleshumanasmantenidasen cultivo (HEp-2). El patrón de tinción

de fluorescenciay la intensidadde la misma nos orientan acerca de la

especificidad del autoantígeno contra el cual van dirigidos los

autoanticuerposy el título de los mismos.

El patrónhomogéneoes el másfrecuenteen los suerosde pacientes

con AR (73). Se caracterizapor una tinción uniforme y difusa de todos

los núcleosen interfase.La intensidadde fluorescenciaes másprominente

en la regióncromosómicade las célulasen mitosis.Estepatrón se obtiene

cuandoel suerocontieneanticuerposantinuclearesdirigidos contra ADN,

desoxirribonucleoproteinaso histonas.

En el patrón granularse observangránulosmás o menosgruesos

en los núcleosen interfase, siendo negativa la región de condensación

cromosómica de los núcleos en división. Aparece cuando existen

anticuerposantinuclearesdirigidos contra antígenosnuclearesextraibles

de solucionessalinasde bajafuerzaiónica (ENA).
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El patrón mixto supone una mezcla de autoanticuerpos

antinuclearesde más de una especificidad,siendoel aspectopor lEí una

mezclade los dospatronesanteriormentedescritos.

Se ha sugeridoque la presenciade anticuerposantinuclearesen AR

seasociaríacon una mayorfrecuenciade manifestacionesextraarticulares

(74) y un peorpronósticoarticular <55), aunqueno ha sido establecido

definitivamente(75).

ANTICUERPOSANTI-HISTONAS

Los anticuerpos anti-histonas están dirigidos contra proteínas

constituidas por aminoácidos básicos como arginina y lisina,

distinguiéndosecinco variedadesprincipalesde histonas,denominadas1-II,

H2A, H2B, 1-13 y H4. Las histonasH2A y H2B son ricas en lisina,

mientrasel resto sonricas en arginina.

El isotipo más frecuentede los anticuemosanti-histonases el de

claseIgM frenteal de claseIgG. Estosautoanticuerposno son exclusivos

de AR. Se detectanen un 20-24% de los casos(72,76) y hastaen un 44%

de pacientesconpositividad paraFR (77). Su principal utilidad clínica es

servir como marcadorserológico del lupus eritematosoinducido por

fármacos(procainamida,isoniaciday nitrofurantoina)y de LES.
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ANTICUERPOSANTI-ADN

Los anticuerpos anti-ADN bicatenario o nativo reconocen

determinantesantigénicos localizados en el enlace fosfo-diéster de la

cadenade ADN y constituyen un marcadorserológico de LES. Los

niveles séricos de anticuerposanti-ADN fluctuan con la actividad de la

enfermedad.El depósito de inmunocomplejosADN-anti-ADN a nivel

renalen los enfermoscon LES confierea estosanticuerposun significado

patogénico.A diferenciade los anti-ADN monocatenario,los anticuerpos

anti-ADN nativo se detectande forma excepcionalen pacientescon AH,

generalmentetítulos o nivelesbajos, en un 0.2% (78) a 0.6% (79) de los

pacientes.

Algunosestudios,con la técnicade Farr, detectananticuerposanti-

ADN en porcentajesque oscilanentreel 1% y el 9% de pacientescon AR

(72,80-85).Aunqueen un pequeñoporcentajede los casosse demuestra

la presenciade anticuerposanti-ADN nativo de alta avidez,generalmente

los resultados positivos se deben a reacciones cruzadascon ADN

monocatenariocontaminante(86) o a anticuerposanti-ADN nativo de

baja avidez(87). El interésclínico de estasdos variedadescitadases nulo

(73).

Los anticuerposanti-ADN monocatenarioaparecenhastaen el 4-

8% de los casos<72,78,88). Koffier 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 macromoléculasacídicasno histonas,extraídasde la

fracción soluble salina de los núcleos celulares. Estos antígenosestán

generalmenteconstituidos por proteínasasociadasa ácidosribonucleicos

(ARNs de pequeñotamaño,ricos en uridina.

ANTI-Sm Y ANTI-nRNP

Estos autoanticuerposfueron descubiertosen suerosde pacientes

con LES (90-93). Lerner y Steitz (94) demostraronque reaccionancon

proteínasasociadasa ácidos ribonucleicos pequeños(UARNs). Estas

partículasribonucleoproteicaspequeñas(snRNPs)están involucradasen

el “splicing” de los precursoresde los ARNs mensajeros.(95-97). Los

determinantesantigénicosse localizan en la fracción proteica de las

partículas, dado que los autoanticuerposson incapacesde inducir la

precipitaciónde la fracción no proteicade las snRNPs.(98)

El complejoSm constade los ARNs denominadosU 1, U2, U4/6, y

U5, asociadosa lasproteinasdenominadas13’ (de pesomolecular29 KO),

8 (28 KD), D (16 KD) y E (13 KO). La reactividadde los anticuerpos

anti-Sm se dirige principalmentecontra las proteínas8, 8’ y 0. (99).

Existe, al menos, un epítopo común, dado que algunos anticuemos

monoclonalessoncapacesde reaccionarcon las tresproteinas.
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Los epítopos relacionados con los anticuerpos anti-nRNP se

localizan en la partículaUl snRNP, que contiene UI ARN asociadoa

proteinasde peso molecular70 KD. 33 KD (denominadaA> y 22 KD

(denominadaC). Estasdos últimas, las proteínas A y C. se unen a la

matriz nuclear mediante la proteínade 70 KD (100), que no es parte.

propiamentedicha,del complejo U 1 snRNP. Cienos suerosantí-nRNP

reaccionantambién con las proteínasA’ y 8”, que junto al U2 ARN

forman el complejo U2 snRNP.

Los anticuerpos anti-Sm D son exclusivos de los enfermos con

LES, aunque, mediante “inmunoblotting” (IB), se detectananticuerpos

que reconocenlas proteínasB y 8’ en otras conectivopatías,incluyendo

un porcentajemuy bajo (4%> de pacientescon AR (101).

Los anticuerposanti-nRNPsedetectanen un 95-100% <le pacientes

con EMTC, en un 30-50% de pacientescon LES y en un pequeño

porcentajede pacientescon otras enfermedadesreumáticas(76,98). En la

AR, mediantetécnicasde inmunodifusión o contrainmunoelectroforesis

(CíE), se handetectadoen un 1-10% de pacientes.(102-105).

En resumen,en la AR se detectaun bajo porcentajede anticuerpos

dirigidos contrasnRNPs,que reconocen,en IB, los péptidosA, 13W o C

aisladamente,nunca el de 70 kD o el D. Estos anticuerpos no son

precipitantes,y la CíE esnegativa(106).

La presenciade anticuerposanti-nRNPen AR se ha relacionado

con una mayor frecuenciade vasculitis (56) y otras manifestaciones

extraartxculares(107) en estudiosrealizadoscon hemaglutinaciónpasiva,
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inmunodifusiónó CíE. Asimismo se han asociadocon la presenciade

nódulos reumatoidescuandose detectanmedianteenzimoinmunoensayo

<ELISA) con extractototal de timo de conejo (108).

ANTI-RO ¡ SS-A

El antígeno Ro/SS-A es una partícula ribonucleoproteicaformada

por una proteína de 60 KO asociadaa pequeñosARNs denominados

hYARNs, con longitudescomprendidasentre 83 y 112 bases(109-113).

La funciónde estasribonucleoproteinasesdesconocida,y su localización

celular dependedel estadofuncional de la célula, siendo nuclear en el

caso del SS-A, y citoplasmáticaen el denominadoantígenoRo. En los

últimos años se ha descrito un segundo componenteproteico de la

partícula Ro-ARN, una proteína de peso molecular 52 KD. Estudios

recientesmuestranque el polipéptidode 52 KD no forma parte realmente

de la panícula Ro y los anticuerpos anti-52KD no son estrictamente

anticuerposanti-Ro, dado que dicho polipéptido no se une a los Ro-

IIYARN (114). Sin embargo,aunquese desconocela relaciónexactaentre

los anticuerposanti-52KD y anti-Ro, suelen apareceren las mismas

enfermedades,y la mayoría de los sueros anti-52KD contienen

anticuerposanti-Ro (115). Una terceraproteínade 48 KO podría formar

partetambiéndel compejoRo, aunqueno ha sido confirmado (116). Es

interesantedestacarque los YARNs son especie-específicos,por lo que

los anticuerpos anti-Ro están dirigidos selectivamente contra

ribonucleoproteiriashumanas(117). al contrario de lo que ocurre con

otros anticuerposantiribonucleoproteinas.
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Los anticuerposanti-Ro sedetectanen un 60-80% de pacientescon

SS, en un 30-40% de pacientescon LES y, en una proporción más baja,

en otras conectivopatías(76,98). Se detectanen un 3-10% de pacientes

con AR (118-124), y en una proporción algo mayor si se asociaa SS

(119,125,126).Los sueros de pacientescon AR, LES o SS, pueden

conteneranticuerposanti-Ro 60 KD nativo, detectadomediante CíE o

ELISA, pero el IB puedereconocerproteínas60 KD-Ro y/o 52 kD. Los

anticuerposanti-Ro (60 KD) aisladosparecenser más frecuentesen el

LES y en la AR (127), mientraslos anticuerposanti-Rode 52 kD aislados

suelenapareceren el SSprimario (128) y en el lupusneonatal.

Aproximadamente un 15% de sueros anti-Ro positivo en

inmunodifusiónson negativos en IB (111,128), lo que sugiere que se

hallan dirigidos contraepitoposconformacionalesde la partícula Ro 60

KD nativa, los cuales se pierden duranteel proceso de desnaturalización

de proteínasen el lB (45). La mayoríade los suerosanti-Ro de 60 KD

parecen contener anticuerpos dirigidos, tanto contra el antígeno

desnaturalizado,comocontrala proteínanativa(45).

Boire y colaboradores(45) sugierenque los pacientescon AR y

anticuerpos anti-Ro presentanun curso clínico más agresivo y peor

respuestaal tratamiento.Ménardy colaboradores(129) han definido un

subgrupode AR caracterizadopor la presenciade anticuerposanti-Ro

nativo y la ausenciade anticuerpos dirigidos contra las proteínasRo

desnaturalizadas.En estesubgrupo,tos pacientesmuestranuna AR típica

y, tras varios años de evolución, presentanalgunas manifestaciones

clínicasy analíticassimilaresa las del LES (leucopenia,serositis,lesiones

de lupus cutáneosubagudoy anticuemosanti-ADN nativo).
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ANTI-LA 1 SS-B

El antígeno La/SS-B es una proteína de 48 KD (130-132) de

localización predominantementenuclearunida a diferentesARNs virales

y humanos.Su ffinción serelacionacon la terminaciónde la transcripción

por partede la enzimaARN polimerasa111. (133).

Los anticuerposanti-La sedetectanmedianteinmunodifusiónó CíE

en un 50-60% depacientescon SS, en un 10-15% de pacientescon LES y

en algunospacientescon otras conectivopatías(76.981 Con frecuencia

aparecenconjuntamentecon anticuerposanti-Ro, aunque no ocurre al

contrario (98). Los anticuerposanti-La son poco frecuentesen la AR,

dondese hallanentreel O y el 1.7% de los casos(118,134),y entreel 3 y

el 8% si dicha enfermedadseasociaa 55 (105,118,125,135>.Mediante IB

aparecenen un 6% de pacientescon AR (136) y hastaen un 22% si se

detenninanmedianteELISA (137).

En conjunto, los anticuerpos antí-ENA en la AR se detectan en un

bajo porcentajede pacientes,entre un 4 y un 16% utilizando técnicas de

hemaglutinación,CtE o IB (103,136.138,139),y hastaen el 30% de los

casosutilizando ELISA (107). Parecenser más frecuentesen pacientes

con vasculitis reumatoide (18%-70% según las técnicas)

(56,107,108,140,141)y asociarse a un peor pronóstico vital de la

enfermedad(141).
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ANTICUERPOSANTICITOESQUELETO

El citoesqueletoes un conjunto de proteínasque mantienen la

estructura y motilidad celulares, permitiendo así la función de las

organelas.El citoesqueletoestá formado por tres tipos de estructuras

fibrilares: microfilamentos (actina), filamentos intermedios (vimentina,

queratina,desmina,filamentos gliales y neurofilamentos)y microtúbulos

(tubulina) (142>. Los sueros de pacientes con AR reaccionan

frecuentementecon la vimentinay la queratina(143).

Los anticuerposantivimentinaaparecenen un 54-80% de pacientes

y no son específicosde la AR (144-147).Los anticuerpos antiqueratina se

detectanen un 30-70% de casos(146-148)y suelenserde claseIgG. Se

detectanmediante[FI sobrecortesde esófagode rata(145) y no se deben

a reaccionescruzadascon FR IgG (148). Se ha sugerido que son

específicosdeAR (145, 149-151) y puedenapareceren fasesiniciales de

la enfermedad(152). incluso antes del inicio de los síntomas (148).

Vincent y colaboradores(153) revisaron4080 pacientespublicados,1694

con AR, y encontraronque los anticuerpos antiqueratina tienen una

sensibilidad de 46% y una especificidadde 98% en la AR. Pueden

aparecerocasionalmenteen otras enfermedades<146,150) e incluso en

individuos sanos(154). Algunosestudiosmuestranque la especificidades

menor, ya que se detectanhasta en un 10% de pacientescon otras

enfermedadesreumáticas,incluyendo esclerodermia(20%) y espondilitis

anquilopoyética(25%) (155). Scott ~¡ colaboradores (156) los encuentran

en 16 pacientescon esclerodermia.Los anticuerposantiqueratinase han

relacionadocon una mayor frecuenciade nódulos reumatoides,mayor



Introducción 35

actividad inflamatoria, presencia de FR y ANA y peor pronóstico

(146.147449-151).

ANTICUERPOSANT1C1TOPLAISMATICOS.

Los anticuemos antinuclearesespecíficosde granulocitos (GS-

ANA) fueron descritosen pacientescon síndromede Felty (157) y se

detectan en un 75% de pacientes con AR y en un 85-95% si la

enfermedad asocia neutropenia (158,159). Se han relacionado con

enfermedadmás grave. Actualmente se sabe que reaccionan contra

proteínasde los gránulos azurófilos citoplasmáticosde los neutrófilos

(160>.

Los denominadosfactores antiperinuclearesse detectanmediante

lEí sobrecélulasde la mucosabucal humana(161). Aparecenen el 50-

86% de los pacientescon AR (151.155,162-166)y en individuos sanos

(163). Muñozy colaboradores(155) encuentranuna sensibilidadde 64%

y una especificidadde 80% en AR. Los anticuerpossuelenser de clase

lgG y el antígeno se localiza en gránulos queratohialinos del citoplasma,

junto a la profilagrina (162). La presencia de factores perinucleares

séricosen AR se ha relacionadocori enfermedadmásgrave <167,168) y

con los anticuerposantiqueratina (162,169). Un estudio reciente no

encuentracorrelacióncon la actividadclínica (155).
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ANTICUERPOS ANTI-RANA (‘tRHEUMATOID ARTHRITIS

NUCLEAR ANTIGEN”)

Los anticuerpos anti-RANA, descubiertos por Alspaugh y

colaboradores(170.171)en pacientescon SS asociadoa AR. se detectan

en un 70-90% de pacientes con AR, en otras conecúvopatíasy

enfermedadesreumáticas,e incluso en controlessanos(119.172,173).El

antígenoRANA apareceexclusivamenteencélulas infectadaspor el virus

de Epstein-Barr(125). Es un antígenomuy soluble,de pesomolecular80

KD e idéntico al EBNA (“Epstein-Barr nuclearantigen”) (172,174,175),

aunquela elevaciónde los nivelesde anticuerposanti-RANA no siempre

es paralelaal aumento de anticuerposanti-EBNA (176). Probablemente

Los anticuerposanti-RANA y anti-EBNA seunena epítoposdiferentesdel

mismo polipéptido (177,178). Actualmente se acepta que estos

anticuerposno son específicosde AP., no detectandoseen fasesprecoces

de la enfermedad(179,180).

ANTICUERPOS ANTI-RA33

Los anticuerpos anti-RA33 fueron identificados por l-lassfeld y

colaboradores (181-183) mediante la técnica de IB con extractos

nuclearessolubles de células HeLa El antígeno RA33 tiene un peso

molecularde 33 kD siendoresistentea la digestióncon ADNsay ARNsa,

y sensiblea la proteinasaK. Se ha demostradoque correspondea la

proteínaA2-hnRNPde 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

sensibilidady la especificidadde dichosanticuerposen la AR es sólo de

un 35 y 78% respectivamente.En estosestudiosno se encuentraninguna

correlaciónclínica.

OTROSANTICUERPOS

En la AR se detectananticuerposséricosanti-colágenoII en un

15% de pacientes.No son específicos(186,187)y no aparecenal inicio de

la enfermedad(188). Se detectananticuerposanticardiolipinaen un 13-

33% de pacientes(189,190),sin ningunacorrelaciónclínica.

Recientemente se han detectado mediante lEí anticuerpos

antiproteusen el suero de pacientescon AR. Se ha sugerido que esta

respuestaes específica(191), pero puededebersea reaccionescruzadas

con otros anticuerposo a una activación policlonal. En dichos pacientes

no se detectanotros anticuerposantibacterianosni antivirales (191-193),

ni se relaciona la presencia de anticuemos antiproteus con

autoanticuerpos(193). Los títulos antiproteus son significativamente

mayoressi la enfermedades muy activa.

DIAGNOSTICO SEROLOGICODE ARTRITIS REUMATOIDE

Ninguno de los autoanticuerposcitados son específicosde AR,

incluyendolos anticuerposanti-RA33, recientementedescritos (184). El
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FR esel dato serológicomásútil entrelos posiblesmarcadoresde la AR.

Apareceen sólo el ‘70% de los pacientesy. con frecuencia,no se detecta

desdelas fasesiniciales de la enfermedad.No es específicode AR. aunque

sudetecciónha sido incluidacomo uno de los criterios de clasificación de

la AH <194>.

ANTICUERPOS ANTI-SA

Los anticuemosanti-Safueron identificadosen el curso de ensayos

destinadosa identificar los diferentespolipéptidosasociadosa la partícula

Ro-ARN (195), Utilizando extractosde bazo humano, se identificaron

sueros que reaccionabanen IB con una proteina de 48-50 KD no

identificada previamente(196). Se denominaronanticuerposanti-Sa en

referenciaa que el primer suero identificado pertenecíaa una paciente

llamada“Savoje” (196).

El antígenoSa se obtienede extractossalinosde bazoy placenta

humanos,perosedesconocesu localizacióncelular y su naturaleza.Se ha

detectadoen la membranasinovial de pacientescon AR (197). Es un

antígeno poco soluble, resistente a ribonucleasasy neuraminidasay

sensiblea tripsina (198). Los anticuerposanti-Sano precipitanen gelesde

agarosay la precipitacióninmunecontracélulasHeLa32P demuestraque

no estáasociadoa ARNs (199,200).

Las electroforesis realizadas en geles de poliacrilamida en

condicionesnativasy desnaturalizadas,muestranquees diferentea otros

autoantígenosconocidos. Los sueros con anticuerpos anti-ENA no
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reaccionancon el antígenoSa en IB y el patrón de bandasobtenido es

diferente. Además, la frecuenciade los anticuerposanti-Sa en AR es

diferentede la encontradacon otros autoanticuerpos.

Los anticuerposanti-Sase detectanmedianteIB en un 30-40% de

pacientes diagnosticados de AR, y parecen ser específicos de la

enfermedad(71, 196, 200, 201). Los primerosestudiosclínicos sugieren

que los anticuerposantí-SadefinenUf! subgrupode AR grave, con mayor

incidenciade manifestacionesextraaniculares(202).

En un estudio reciente que incluía 482 pacientescon AR y otras

conectivopatías.así como controlessanos,los anticuerposanti-Sa como

prueba diagnósticade AR presentabanuna sensibilidaddel 42.7%, una

especificidadde 98.9%,un valor prectictivopositivo de 96.7% y un valor

predictivo negativo de 69.8% (203j. Los valores predictivos elevados

sugierenunaposible implicación patogénicade los anticuerposanti-Saen

un subgrupode pacientescon AR.

Existenindicios consistentesen favor de la implicación del sistema

antigénico Sa en la patogenia de la AR. En primer lugar, la alta

especificidadde los anticuemosantí-Sapara AR. En segundolugar, su

alta prevalencia.Tercero, el hecho de que los anticuerposanti-Sa se

detectandesdelas fasesiniciales de la enfermedad(200, 202,204) y son

de tipo [gEl lo que sugiereque seestáproduciendo,ya desdeel comienzo

de la enfermedad,una respuestaautoinmunedirigida por el antígeno.En

cuarto lugar, la presenciadel antígeno Sa en el pannus inflamatorio

sugierela formación ‘in situ” de anticuemosantí-Sa,y sugiereun posible

papel patogénicodel antígeno en la iniciación y mantenimiento de]
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procesodestructivocrónico observadoen la AR (197). En quinto lugar,

se ha identificado un polipéptido de 48 KD en inmunocomplejos

circulantesde pacientescon AH (205) Finalmente,el estudio longitudinal

de pacientescon AH en cuyo suero se detectó anti-Sa, demostró la

fluctuacióndel mismo segúnla evolución de la enfermedad,apareciendo

en los períodosde mayoractividady riegativizandoseen fasesde remisión

(206). Hay datossugerentesde una aparentemodulaciónde la respuesta

por tratamientosantirreumáticos.

Estos hechos diferencian el sistema Sa de otros marcadores

autoinmunesasociados con la AR. Desde 1988, los Servicios de

Inmunología(profesor E. Fernández-Cruz)y Reumatología(profesor E.

Carreño) del Hospital Universitario “Gregorio Marañón”, Universidad

Complutensede Madrid, colaboran con la Unidad de Enfermedades

Reumáticasy el Laboratoriode Inmuinoreumatologia(profesoresHenri-A

Ménard y Gilles Boire) del Centro Hospitalario Universitario,

Universidadde Sherbrooke,Québec,en el estudiodel sistemaautoinmune

Sa/Anti-Sa; el estudio de su valor diagnóstico y pronóstico; y la

purificación, caracterización e identificación del antígeno Sa.

Actualmente,los anticuerposanti-SasedetectanmedianteIB, y se trabaja

en la optimizaciónde una técnicade ELISA con antígenoSa purificado, si

bien los problemaspara obtenerdicho antígeno(207), hacendificil, por

el momento,su utilización rutinana.
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JUSTIFICACION

La detección de los anticuerposanti-Sa puede ser útil en el

diagnósticoprecozde la AR. El principal problemaque se planteaes que

la técnica de detecciónde los anticuerposanti-Sa,el IB, es laborioso y

complejoy, en la práctica,no puedeutilizarsecomo pruebade despistaje

de la enfermedaden la población general. La [FI sería el método

alternativo idóneo por su sencillez y bajo costo. Sin embargo,

actualmente,se desconocecuál es el patrón de inmunofluorescenciaanti-

Sa,si esdiferentea otros patronesnucleareso citoplasmáticos,cuál es la

localizaciónsubcelulardel antígenoSa, y cuál esel sustrato idóneo para

obtener una adecuada tinción de fluorescencia. Por otro lado, la

localización del antígeno Sa a nivel subcelular, tendría el interés de

permitiresclarecerel posiblepapel biológico de dicho antígeno.

Debido a lo anteriormenteexpuesto, proponemoslos siguientes

objetivos
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OBJETIVOS

1 .- Estudiar y caracterizarel patrón de inmunofluorescenciaanti-Saen

diferentessustratosy establecerel sustratoidóneoparasu detección.

2.- Evaluar la sensibilidaddel método ¡FI para detecciónde anticuerpos

anti-Sa,comparándolocon la técnicade referencia(IB).

3.- Determinar el valor semicuantkativodel método de iFl para la

detecciónde anticuerposanti-Sa.

4.- Investigarla localizacióndel antígenoSa a nivel subcelular.

5.- Determinarla utilidaddiagnósticade la detecciónde anticuerposanti-

Sa mediante IR. Estudio de las correlacionesentre los parámetros

clínicos y los anticuerposantí-Sadetectadospor IR. Estudio comparativo

con la técnicade referencia(IB).



Material y métodos 43

MATERIAL Y METODOS

1. TECNíCAS EMPLEADAS

En la tabla V se resumenlas principalestécnicasempleadaspara la

detecciónde autoanticuerpos.

TABLA V. Es uema de metodologia de traba.¡o

TECNICA Sustrato o AUTOANTICUERPOS
extracto DETECTABLES

Inmunot’luorescencia Tejidos de rata ANA. AMA. ASMA,
indirecta (IR) CPG

Células HEp-2 ANA
Tejidos de mono AXA. AAT. ICA
Neutrófilos ANCA

Hl ado humano ANA. AMA, LKM
Placenta AAC
Células lAR ANA. AMA

Contrainmunoelectro-

foresis (CíE)

Timo ENA

Placenta ENA

Enzimoinmunoensayo

(ELISA) ADN nativo ADNn
“Inmunoblotting” (IB) Timo ENA

Placenta ENA, SA

Abreviaturas:ANA: anticuerposantinucleares;AMA : anticuerposantimitocondriales;
ASMA : anticuerposanti-niúsculo liso; CPU anticuerposanti-célulasparietalesgástricas;
AAA : anticuerposanti-adrenales; AAT : anticuerposantitiroideos; ICA : anticuerpos
contra células de los islotes pancreáticos; ANCA : anticuerposami-citoplasmade
neutrófilos; LKM : anticuerposantimicrosornaleshepatorrenales;AAC anticuerposanti-
citotrofoblásticos;ENA : anticuerposcontra antígenosnuclearesextraibles; AAH
anticuerposantihistonas;ADNn : anticuerposanti-ADN nativo; SA : anticuerposanti-Sa

.
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1.1. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

1.1.1. PROCEDIMIENTO GENERAL

La lE! se realizó segúnla técnicade Roitt y Doniach,con algunas

modificaciones(208). Los sueros a estudiar son diluidos en “buffer”

salino fosfato (PBS) (fosfato sódico0.01 M, cloruro sódico 0.14 M, pH

7.2). Como control de la técnica sc- utilizan en cadaensayo un suero

humanonormal como control negativoy un suero positivo para diversas

especificidades (anticuerpos antinucleares, antimitocondriales ó

antimúsculoliso). Se colocan 50 pL de las diluciones apropiadasde los

suerosa testar sobre el sustrato elegido, y se incuban a temperatura

ambiente durante 30 minutos en cámara húmeda. Sobre sustrato de

placentahumanaseincrementóa 60 minutosel tiempode incubación.

A continuación,se lavan los portaobjetostres veces,con agitación

suave,duranteun total de 10 minutos, utilizando PBS, para eliminar el

excesode suero no fijado al sustrato. Posteriormente,se realiza una

incubación con inmunoglobulina de conejo anti-humana polivalente

conjugada con fluoresceínay azul de Evans (Bios GmbI-I, Múnchen,

Germany), incubando 30 minutos a temperaturaambiente en cámara

húmeda. Los portaobjetos son lavados en PBS, como se describió

anteriormente,y cubiertoscon un cubreobjetosen medio de montaje (2

volúmenesde glicerol y un volumen de NaOH 0.017 M, NaCí 0.18 M,

glicina 0.29 M, pH 8.6). Los portaobjetos son examinadosmediante

microscopio de fluorescencia(NIKON Optiphot, Japan). Se anota el

patrónde fluorescenciay la intensidadde la misma.
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1.1.2. PREPARACIONDE SUSTRATOSPARA TECNICA DE

IFI

1.1.2.1. HIGADO. RIÑON Y ESTOMAGO DE RATA

(BLOQUE COMPUESTO)

A una rata “wistar” sacrificada,de aproximadamente250 g de peso.

se le extraenel hígado,los riñonesy el estómago,de los cualesse hacen

bloquesde tamañosapropiadospara los pocillos utilizados en la técnica.

Los tejidos, cohesionadosmediantemedio de inclusiónOCT (Tissue Tek

Compound.Miles Elkhart Inc., USA) se congelan, ya dispuestossobre

platinas, por inmersión en nitrógeno liquido, manteniéndosehasta tres

mesesa ~40OC.Posteriormente,utilizando un criostato,se realizan cortes

de los tejidos de 4 um de espesory se transfieren a portaobjetosde 4

pocillos de 9 mm (Cultek, España>,secándoseal aire con ventilador,

durante aproximadamenteuna hora, utilizándose posteriormentecomo

sustratopara la técnicade IFI.

1.1.2.2. LíNEA CELULAR HEp-2

La línea HEp-2 es una linea tumoral de carcinoma laríngeo

humano.Las célulascrecenen monocapay son adherentes.Como norma

general,se siembran25.000célulaspor cm2, por lo que en un “flask” de

80 cm2 se colocan2 x 106 células, manteniendolasen estúfaa 370C en

una atmósferade 5% de C02. Corno medio de cultivo se utiliza medio

RPMI con adición de glutamina2%, solución antibiótica 2% y suerode

ternerafetal 10%. el cual se cambiaal segundodía. Durante el cultivo
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debevigiiarseel gradode confluenciapararealizarlos “pases”del cultivo

en el momentoapropiado,y el color del medio, que es indicativo del pR y

por tanto del consumode nutrientesde las células.

Paraprepararmuestrascongeladasde célulasl-lEp-2. se utiliza un

medio de congelación con suero de ternera fetal, con adición de

dimetilsulfóxido (DMSO) al 20%. guardándolasa largo plazo en un

congelador de nitrógeno líquido. Se procede a su descongelación

posteriormente,en un baño a 370C y se lavan las célulasdos vecescon

medio de cultivo, resuspendiendoy colocandolas célulasen un “flask”.

La preparaciónde las células para sustrato de ¡FI a partir del

cultivo celular, se realiza mediante el procedimiento descrito a

continuación: los portaobjetossesumergenen etanol y posteriormentese

flamean y esterilizan en autoclave durante 45 minutos a 1400C. El

sobrenadantedel medio de cultivo se aspira,y el contenido restantese

lavados vecescon PBS (pH 7.4). Se añaden2 mL de solución de tripsina-

EDTA (BIOCHROM) y se coloca el “flask’ 3 minutosa 370C en estufa.

Posteriormentese agita el contenido con el fin de conseguirel máximo

despegamientocelular, y seañaden10 mL de medio de cultivo para parar

la tripsinización. Se recogeel producto en un tubo y se centrífuga 10

minutos a 400 g. Posteriormentese realiza recuento de Las células y

estimaciónde la viabilidad diluyendo las células 1:10 en azul tripán al

0,1 % en suerofisiológico (450 uL de solución de azul tripán y 50 ~¡L de

células).La muestraseajustaa unaconcentraciónde 50.000células/mL y

setoman muestrasde 60 pi, conteniendo3.000célulaspor pocillo, para

realizarpreparacionesde citocentrífuga.Los portas,colocadosen placas

de Petri, se dejanen estufahastael díasiguiente.Despuésse procedea su



Material y métodos 47

fijación, sumergiendo los portas en PBS calentado a 370C y

posteriormenteen metanol enfriado a -200C durante 10 minutos. Se

realizandos lavadoscon PBSen agitacióncontinuay finalmentese secala

zonasituadaentrelos pocillos, quedandolistos para la técnicade lEí.

1.1.2.3. TEJIDOS DE MONO

Se utilizaron preparacionescomercialesde diversostejidosde mono

CvnomolgusSP ) (BIOS GmbH, Míinchen, Germany). Los tejidos se

presentanen cortesde 4 ~m de espesor,preparadosen portaobjetosde 4

pocillos. Se emplearonmuestrasde cortezaadrenal,islotes pancreáticosy

tiroides de mono, sustratosempleadoshabitualmenteen la determinación

de diversosautoanticuerposorganoespecificos.

1.1.2.4. NEUTROFILOS HUMANOS

Las preparacionesde neutrófilos humanosse obtienen medianteel

siguienteprocedimiento: en tubos de 10 mL de fondo redondo,se ponen

3 mL de POLYPREP(Hucoa-Erlóss)por tubo. La sangreheparinizadase

diluye 1:1 con PBS (pH 7,4) y se colocanaproximadamente5 mL de la

dilución, de forma cuidadosa,en cada uno de los tubos que contienen

POLYPREP,evitando la mezcla de la sangrecon dicho producto. Se

centrifuga a 1.000 g durante 30 minutos, a temperatura ambiente.

Posteriormentese recogeel material de la interfase entre la sangrey el

POLYPREP, que contiene los polimorfonucleares. Dicho material se lava

mediantemezclacon PBS y posteriorcentrifugacióna 500 g durante 10
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minutos a temperatura ambiente. Se decanta el sobrenadantey se

resuspendeel “pellet”, realizandootros dos lavadoscon PBS a 500 g

durante5 minutosa temperaturaambiente.Los hematíescontaminantesse

eliminan mediantela adición de 1 mL de agua destiladay agitación de 1

minuto entre el segundo y el tercer lavados. El producto final se

resuspendeen 1 mL de PBS. La composicióncelular seanalza mediante

dilución 1:10 con azul de Turk y visualización microscópica para

comprobarsu composiciónmayoritariade polimorfonucleares.Se añaden

9 mL de PBS y se cuentan las células mediante observación en cámara de

Neubauer. Tras una nueva centrifugación a 500 g durante 5 minutos a

temperaturaambiente,se resuspendeel “pellet” en cantidadsuficientede

PBS para ajustar a una concentraciónfinal de 5 x 105 células/mL. Se

toman muestrasde 100 jiL, conteniendo50.000 células por porta, para

realizar preparacionesde cítocentrífuga. Sin dejar que se sequen las

preparaciones,se introducen en etanol (98%) enfriado previamente a

40C. Las preparacionesse conservansumergidasen etanol a -400C

durantevariosdíasen casode no serutilizadasde inmediato.Antes de su

uso, se dejan a temperatura ambiente durante 5-10 minutos y

posteriormentese utilizan como sustratopara la técnicade IFI.

1.1.2.5. HIGADO Y PLACENTA HUMANOS

Las muestras de hígado humano fueron obtenidas durante la

realizaciónde biopsiashepáticasdiagnósticas,utilizándoseexclusivamente

aquellas muestras sanas según los criterios anatomopatológicos.Las

placentas se obtuvieron, tras el consentimiento correspondiente,de

mujeressanasy tras partos eutócicosa término. Una vez eliminadaslas
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membranas,el cordóny la mayor cantidadposible de sangre,se eligió un

cotiledónde la partecentral de la placenta.

Ambos tipos de tejido se disponen como bloques cúbicos de

aproximadamente0.7 cms de lado, que se congelancon nitrógeno líquido

y se mantienen en arcón congeladora ~7OOChasta realizar el ensayo.

Posteriormentese cortan mediante criostato, con el mismo método

descrito para los tejidos de rata (punto 1.1.2.1), utilizándose como

sustratopara la técnicade IFI.

1.1.2.6. LíNEA CELULAR JAR

La línea celular JAR procedede un coriocarcinomahumano.Son

células adherentes,de crecimiento en monocapa,tamaño grande, con

núcleo voluminosoy citoplasmaescaso.Secretanal medio gonadotropina

coriónicay lactógenoplacentario.El subcultivo de las célulasse realiza

segúnel siguiente protocolo: se retira el sobrenadantedel cultivo y se

añaden 5 mL de solución de tripsina-EDTA (BIOCHROM) para un

“flask” de 75 cm2. Se deja actuarla tripsina durante5 minutos,agitando

suavementey se dispersanlas célulascon la ayudade una pipeta Pasteur

de plástico. Una vez pasadasa un tubo universalde 20 mL se añaden2

volumenesde medio de cultivo complementado(RPMI 1640, suero de

ternerafetal descomplementadoal 10%, L-glutamina al 0.5%, solución

antibióticaal 0,5% de gentamicinaal 4%, cloxacilina al 12% y ampicilina

al 12%; y [-lepesal 2%). Se centrifugana 300 g durante10 minutos a

temperatura ambiente. Se decantan y se resuspendeel sedimento,

repitiéndose la misma operación, y posteriormentese decantany se
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resuspendenen un volumenadecuadopara contarlas.El contajese realiza

en cámarade Neubauer,diluyendolas células1:10 en azul tripán al 0,1%

en suero fisiológico (450 jaL de solución de azul tripán y 50 pL de

células). Las células se siembran a una concentración de 750.000

células/lSmL en un “flask” de 75 cm2 y sedejancrecerdurantetres días.

Las célulassesiembranposteriormenteen placasde 8 pocillos, con

300 pL de medio de cultivo y 105 célulaspor pocillo. Se incubandurante

48 horasen estufaa 370C y con atmósferade C02 al 5%. A las 48 horas

se tripslnízan, se lavan y se preparan portas para citocentrífuga,

dispensando15.000 células por porta, y se centrifugan a 400 r.p.m.

durante10 minutos. Posteriormentese fijan las célulascon etanol : acético

(95 : 5 y/y) a 40C durante20 minutos y se lavan los portas con PBS

durante10 minutos,quedandopreparadoel sustratopara IFI.

En algunosensayosseutilizaron célulasJAR estimuladas.Paraello,

se trataron las célulasJAR con diversosestímulosde la actividad P450

aromatasa,a variasconcentracionesde los productos.Con estafinalidad

se utilizaron dibutiril-AMPc (a concentraciones0.01 mM, 0.1 mM y 1

mM), teofilina (0.01 mM, 0.1 mM y 1 mM), phytohemoaglutinina(1

mg/mL y 10 mg/mL) y finalmentephorbol myristateacetate(PMA) (10

mg/mL y 50 mg/mM.

Se siembran io~ célulasen placasde 24 pocillos, con 500 pL de

medio decultivo complementado.Se añadena cadapocillo 10 pL de cada

una de las diluciones de los estímulos, previamentepreparadas,y se

incubandurante24 horasa 370Cen cámarahúmeda,con un 5% de C02.
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A las 24 horasse tripsinizan, se lavan y se preparancomo sustratopara

realizarla teenicade IFI segúnel sistemaanteriormentedescrito.

1.2. TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

1.2.1. PROCEDIMIENTO GENERAL

La CíE se realizó siguiendo el método de Kurata y Tan (103),

utilizando una cámara de electroforesis ATOM AC/15. Los sueros se

descomplementan manteniéndolos a 560C durante 30 minutos,

diluyendose1:1, 1:2, 1:4 y 1:8 en PBS. En cadaportaobjetosse colocan

0,5 mL de una soluciónde agarosaal 1%, cubriendotoda la superficie.

Despuésde un secadode 24 horasa temperaturaambienteconventilación,

se colocan en cada porta 3,5 mL de agarosaal 0,6% (agarosa0,6%,

polietilenglicol0.8%, veronal0,05Nt pH 8,6). A las 24 horas se realizan

dos filas paralelasde pocillos de 3 mm de diámetro,separadasentresí 4

mm. Los portassecolocanen la cubetade electroforesisconteniendo250

mL de solución de veronal 0,05 M (pI-! 8,6), aplicando 30 uL de los

suerosa estudiaren las filas izquierdasde los portas,a las diluciones

elegidas. Despuésde realizarla electroforesis,10 minutos a 3 mA, se

aplican 30 ML del extracto antigénico apropiado en los pocillos

practicadosen las filas derechasde los portaobjetos.Posteriormentese

realiza una electroforesisde 45 minutos a 3 mA y se guardan los

portaobjetosen cámarahúmedaa 4 gradoshastasu lectura. Se considera
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positiva la presenciade autoanticuerposen el suero problemacuando se

obtienenreaccionesde identidadcon los suerosde referenciapositivos.

1.2.2. PREPARACION DE EXTRACTOS ANTIGENICOS

PARA CíE

1.2.2.1. EXTRACTO DE TIMO DE CONEJO

Se utilizó timo de conelo precipitadocon acetonay liofilizado. La

extracciónse realizó a 40C siguiendoel protocolode Kurata y Tan (103)

con algunasmodificaciones(209-21 1).

El liofilizado de timo se suspendióen Tris-HCI 50 mM, NaCí 350

mM (pH 7,4) manteniendouna concentraciónde 90 mg/mL y se

añadieron100 uL de fluoruro de metil fenil sulfonilo (PMSF) (0,087g de

PMSF en 10 mL de etanol). La suspensiónse sometió a una agitación

vigorosaa 40C durante4 horas,y se centrifugó45 minutosa 10.000g. El

sobrenadantese liofilizó y se conservóa ~40OC hastasu utilización.

1.2.2.2. EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA

Se prepara según el método de C¡ark y col. (211) con algunas

modificaciones (212-213). Las placentas se obtuvieron, tras el

consentimientocorrespondiente,de mujeressanasy traspartoseutócicosa

término.
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Una vez eliminado el tejido fibroso las placentasse lavaron con

suero fisiológico, para eliminar la mayor cantidad posible de sangre

coagulada,se pesarony trocearony. en algunos casos,se congelarona

~7OoC.Las diferentesetapasde la extracciónse realizaronen cámarafría

a 40C.

La placenta,fresca o previamentecongelada,se homogeneízaen

un homogeneizadorde aspas(Moulinex, España)durante15 minutos en

“bufler” de homogeneización(Tris 50 mM, NaCí 120 mM. PMSF 1,5

mM, EDTA 1 mM, NaN3 al 0,02%),manteniendouna relación 1:4 (p/v).

El homogeneizadose agitó durante1 hora en dicho “buffer” para extraer

los antígenossolubles.Posteriormentese centrifugó a 16.000g durante 1

hora. El sobrenadantesedializó contrael mismo“bu ffer” durantetoda la

noche. Posteriormentese mezcló con dietilaminoetilceiulosa(DEAE-52,

Whatman,England),500 mg porgramode tejido, previamentediluida en

“buifer” de homogeneización.La mezcla se agitó suavementedurante 1

hora, y se lavó con el mismo ‘buffer’ hastano detectarproteínaen el

eluido. Las proteínasunidasa la resmaseeluyeronmezclándoladurante1

hora con 650 mL de “buifer” de extracción (Tris 50 mM pH 7,4, NaCí

300 mM, PMSF 0,1 mM, EDTA 1 mM, NaN3 al 0,02%), en agitación

suave.El eluido obtenido se dializó durantetoda la nochecontra acetato

amónico 5 mM, se congelóy posteriormentese liofilizó y se conservóa

-709C hastasu utilizaciónen IB o CJE.
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1.3. TECNICA DE ENZIMOI1%NIUNOENSAYO

Las técnicas de ELISA se realizaron con sistemascomerciales,

siguiendolas instruccionesdel fabricantepara cada ensayo(QUANTA

LITE dsDNA, QUANTA LITE Histone. INOVA DIAGNOSTICS, San

Diego, CA). Los antígenos, altamente purificados por el fabricante,

procedende timo de conejo y se adhierena los pocillos de las placasde

poliestirenoen las condicionesnecesariaspara conservarel antígenoen

estado nativo. Los sueros de los pacientes se diluyen 1:100 con el

diluyente suministradoen el sistema.En cadaensayose utilizan sueros

control positivos y negativos,sin diluir, suministradospor el fabricante,

así como controles positivos y negativos, procedentes de nuestro

laboratorio,para control interno de la técnica. Todas las determinaciones

se realizan por duplicado, colocandoen cada pocillo 100 uL de cada

dilución, incubando la placa en una cámara húmeda a temperatura

ambiente durante30 minutos. Posteriormentese lavan las placas tres

vecescon la soluciónde lavado del sistema,para eliminar los anticuerpos

no unidos al antígeno,y se añadenen cadapocillo 100 pL de anti-[gG

humana marcada con peroxidasa, realizando una incubación de 30

minutosen cámarahúmedaa temperaturaambiente.Se realizan de nuevo

tres lavadosde la placay se añaden100 ML de cromógenoen cadapocillo,

incubandoa temperaturaambientedurante30 minutos,pasadoslos cuales

sedetienela reaccióncon 100 uL de ácidosulfúrico0,175 N4. Finalmente,

se leen las placas en un lector de ELISA Modelo 3550 (Bio Rad

Laboratories,Richniond,CA). Las densidadesópticas,medidasa 450 nm,

se calculanteniendo en cuenta los valores de los pocillos “blanco” y

realizando la media aritmética entre los duplicados. La conversióna

unidadesinternacionalespor mL se realizó en basea la densidadóptica
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producidacon el calibrador suministradopor el fabricante. Los valores

de corte para determinarla positividad de los sueros,se establecieronen

la media más tres desviacionesestandarde una serie de cincuentasueros

humanosnormales.

1.4. TECNICA DE ‘INMUNOBLOTTING’

1.4.1. PROCEDIMIENTO GENERAL

La electroforesisen geles de poliacrilamida se realizó según el

métodode Laemmli (214), utilizando un sistemaMini ProteanII celí (Bio

Rad Laboratories, Richmond, CM. El extracto a utilizar, a una

concentraciónde 0,8 mg/mL. se diluye 1:1 en glicerol 10%, tris-HCI 25

mM, 2-mercaptoetanol10% y dodecilsulfatode sodio (SDS) 2,5% (pH

6.8), sehiervedurante5 minutosy secentrifugaun minutoa 12.000g. El

sobrenadantese somete a electroforesis en geles de poliacrilamida

(T:18%) a 200 voltios durante45 minutos,utilizando una solucion salina

de glicina 192 mM, tris-HCI 25 mM y SDS 0,1% (pH 8,3). Las proteinas

desnaturalizadasse transfierenelectricamente(100 voltios, 75 minutos)

desdeel gel a un papelde nitrocelulosade 9 x 6,5 cm (Amersham,UK)

en glicina 192 mM, tris-HCI 25 mM y metanol 20%, segúnel métodode

Towbin y cols (215). Una vez realizadala transferencia,se bloqueael

papel con albúminabovina 3% duranteun mínimo de 12 horas.

El papel de nitrocelulosase incuba durante 1 hora con suerosde

referencia y sueros problema diluidos 1:5, utilizando un incubador

múltiple 28X2 (Miniblotter II. lmmunetics, Cambridge, MA).
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Posteriormente,el papel de nitrocelulosase lava en Tris-I-ICI 10 mM,

NaCí 150 mM y Tween-20 0,01% (pH 7,4> y se incuba durante un

mínimo de 90 minutos con anti-IgG, (horseperoxidase-conjugatedgoat

anti-humanlgG, Nordic Laboratories,UK) diluida 1:1000en la solución

de lavado. La reacciónse visualizó con 4-cloro 1-naftol y H202 en etanol

al 20% en aguadestilada.Paradetenerla reacciónde coloración,se lavó

el papel de nitrocelulosa dos veces con agua destilada. Los pesos

moleculares de los polipeptidos reconocidos por los anticuerpos

detectadosfueron calculados por comparacióncon proteinas de peso

molecular conocido (Low Molecular Weight Standard, Pharmacia,

Sweden). Las reacciones fueron leídas independientementepor dos

observadores.En cadaensayose u’ ilizaron sueroscontrol positivos de

diferentesespecificidades,asícomo suero humanonormal como control

negativo. Se consideróreacciónpositiva cuando el suero del paciente

mostraba un patrón idéntico al de los sueros control positivos de

referencia,y ambosobservadorescoincidian.
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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 empleadoen la técnica de IB se

obtuvo según procedimiento descrito anteriormente en el apartado

1.2.2.1.

1.4.2.2. EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA

El extracto de placentahumanaempleadoen la técnica de IB se

obtuvo según procedimiento descrito anteriormente en el apartado

1.2.2.2.

1.4.2.3. MITOCONDRIASDE HíGADO DE RATA

Las mitocondrias de hígado de rata se obtuvieron por el

procedimientode Griffiths (216). Se sacrificandos ratas“wistar” de 250

gr de peso, a las que se extrae el hígado. Se colocan los hígadosen un

recipientesobre hielo picadoy se lavan repetidasvecescon “buffer’< de

homogenización(sacarosa200 mM, Hepes-NaOH10 mM. pH 7.4). Se

cortanen trozos pequeñosy se hoinogeneizanen 120 mL del “buffer”

descrito,en un homogeneizadortipo Potter (Braun Biotech S.A., España)

a 800 r.p.m., con cinco pasadasde 10 segundos.Se centrifliga a 2.000 g
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durante 15 minutos, recogiéndose el sobrenadante. Tras retirar

cuidadosamentela capade lípidos de la partesuperior,se completóhasta

250 mL con el mismo buifer”, centrtfugandodurante10 minutosa 9.000

g. Se deshechael sobrenadantey se completahasta80 mL, repitiendo la

centrifugacióndos vecesmás. Se resuspendeen “buffer”. para conseguir

unaconcentraciónproteicafinal de entre80 y 100 mg/mL.

1.4.2.4. FRACCIONES CELULARES DE PLACENTA

HUMANA

Las fraccionescelulares se obtuvieron mediante el protocolo de

centrifugacióndiferencial de Graharn(217), mostradoesquemáticamente

en la figura 2. Se obtieneunaplacentahumanafrescay se procesapara su

limpieza siguiendola metodologíaanteriormentedescrita.Se homogeiniza

en “buifer” de homogeneización(Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, sacarosa0.25

M, sulfato de magnesio1 mM, cloruro cálcico 1 mM y PMSF 1 mM),

utilizando un homogeneizadorde aspas(Mou[inex, España),durante 10

minutosa 40C y filtrando posteriormentea travesde dosgasas.

Se centrífugael homogeneizadoa 1.000 g durante 10 minutos en

tubos de 50 mL, utilizando un rotor de tambor modelo 55-34 en una

centrífugaSorvalí RC-5B. De estaforma se obtieneun ‘pellet” (Pl), que

contiene principalmentematerial nuclear, y un sobrenadante(SI) que

posteriormentesecentrífugaa 3.000g durante10 minutos en tubos de 50

mL y con idéntico rotor. Así se obtiene un segundo “pellet” (P2), que

contiene, en su mayoría, mitocondrias y fragmentos de membrana

plasmática(fraccidnde mitocondrias).El sobrenadante(S2) se centrífuga
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a 10.000g durante20 minutos en botes de 250 mL utilizando un rotor

GSA. Se obtieneasíun tercer“pellet” (P3), constituido por mitocondrias.

retículo endoplásmico,aparato de Golgi, microsomasy peroxisomas.

Finalmente se obtiene un sobrenadante(S3). Todos los extractos son

posteriormenteliofilizados, utilizando un concentrador - liofilizador

modelo Speed-Vacliofilization chamber(Savant),hastasu utilizaciónpara

la técnicade IB.
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Figura 2.- Preparación de fracciones celulares de placenta

humana mediante centrifugación diferencial
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1.5. ENSAYOSDE ADSORCION

En todos los ensayosde adsorciónse utilizaron aquellossuerosde

pacientescon AR que,mediantetécnicade IFI, habíandado fluorescencia

de patrónanularsincitial sobreplacentahumanaa una dilución 1/20.

1.5.1. ADSORCION CON ANTíGENO SA PURIFICADO

El antígeno Sa purificado fue suministrado por la Dra. Escalona.

Para su obtención se siguió un procedimiento basado en cromatografía de

afinidad a partir de fracción mitocondrial de placenta humana (207). Se

incubaron 100 uL de antígeno Sa, a concentraciones de 1, 2, 5 y 10

pg/mL, con 100 flL de los sueros de los pacientesdiluidos [:3 con PBS,

durante48 horasa 40C. Pasadoel tiempo de incubación,se centrifugaron

a 1.500 g durante 20 minutos y se recogieronlos sobrenadantes,que

fueron empleadosa continuaciónen técnicade IFI.

1.5.2. ADSORCION CON FRACCION DE MITOCONDRIAS

DE PLACENTAHUMANA

La adsorciónde los suerosde los pacientesutilizando fracción de

mitocondrias de placenta humana, se realizó según el siguiente

procedimiento.Los suerosa adsorberse diluyeron 1/3 con PBS y se

incubaron100 uL de la dilución, con 100 pL de fracción de mitocondrias

de placentahumana,a una concentraciónproteicade 25 mg/mL, durante
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48 horas a 40C. Posteriormentese zentrifugarona 1.500 g durante 20

minutosy serecogióel sobrenadante,el cual sesometióa otras dos etapas

sucesivasde adsorcióndurante24 horascadauna, a 40C. Tras cadauna

de las etapasde adsorciónse recogieronlos sobrenadantesresultantes.

quedandopor tanto el suero original a diluciones finales de 1/6, 1/12 y

1/24 en cadauno de los sobrenadantes.Como control del procedimiento,

tambiénfue sometidoa adsorcióncon la fracción mitocondrialde placenta

humana, en una sóla etapa, un suero con una especificidad anti-

mitocondrial (M2) determinadamedianteIFI sobre sustratode tejidos de

rata y confirmadomediantetécnicade ELISA, utilizado a una dilución

inicial 1/50. Los sueros de los pacientes, una vez sometidos al

procedimientode adsorción,fueronutilizadosnuevamenteen la técnicade

IFI.

1.5.3. ADSORCION CON SUBFRACCIONES

MITOCONDRIALES

1.5.3.1. OBTENCION DE SUBFRACCIONES

MITOCONDRIALES

El fraccionamientode las mitocondrias de placenta humana se

realizó mediantetratamientocon detergentesde la fracción mitocondrial

obtenidasegúnel métodoanterior, y posteriorseparaciónllevada a cabo

por ultracentrifugación diferencial, cuyas fases se muestran

esquemáticamenteen la figura 3.



Material y métodos 63

Las mitocondrias fueron tratadas con digitonina siguiendo el

procedimiento de Schnaitman (218). Inicialmente, la solución de

digitonina se purifica según el método de Kun (219). Para ello, se

disuelve 1 gr de digitonina en 25 mL de etanol absoluto a 750C, con

agitación continua. La solución se deja precipitar durante20 minutos a

40C y se separa el sobrenadantepor centrifugación a la misma

temperatura.El sedimento,conteniendola digitonina purificada, se seca

posteriormenteal vacío utilizando un concentrador-liofil izador modelo

Speed-Vacliofilization chamber(Savant)

A continuación, se prepara una solución de digitonina al 2%

añadiendo a la digitonina purificada “buffer” de homogeneización

previamentecalentado(sacarosa0.25 M, EDTA 1 mM en “buifer” fosfato

25 mM), agitandovigorosamentey sonicandodurante1-2 minutos en un

baño ultrasónico. La solución de digitonina se añadegota a gota a la

suspensiónde mitocondrias,en agitación continua a 40C. hastaobtener

una concentraciónde 1,2 mg de digitonina por cada 10 mg de proteina

mitocondrial. Inmediatamentedespués,se ajusta la concentraciónde

proteínasmitocondrialesa 50 mg/mL y se incuba a 40C durante 20

minutosen agitacióncontinua.

La fracción mitocondrial tratada con digitonina se diluye en 3

volúmenesde “buffer” de homogeneizaciónfrio y se utiliza estasolución

para iniciar la centrifugacióndiferencial según el método descrito por

Sopery Pedersen(220). El primerpasodel procedimientocónsisteen una

centrifugacióna 23.600g durante20 minutos,utilizando un rotor SS-34

en una centrífuga Sorvalí RC-5B, obteniendose un sedimento con
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mitoplastos (mitocondrias carentes de membrana externa), y un

sobrenadante(membranaexternay espaciointermembranoso).

La subfracciónde mitoplastosse resuspendeen el mismo “buffer”

de homogeneizacióny se centrifuga durante 20 minutos a 23.600 g,

desechandoel sobrenadante.Después,se sometea otra centrifugación a

3.000 g y se elimina el sedimentoresultante.Finalmente, se repite la

operación centrifugando durante 20 minutos a 23.600 g durante 20

minutos, deshechándosede nuevo el sobrenadante.El sedimentode la

última centrifugación contiene mitoplastos purificados (subfracciónde

mitoplastos).

El sobrenadanteobtenido tras el tratamientocon digitonina y la

primeracentrifugación,compuestopor la membranaexternay el espacio

intermembranoso,se trata de la forma descrita a continuación. Se

centrifuga a 40.000 g durante 20 minutos para eliminar los restos de

membranainterna fragmentada,desechandopor tanto el sedimento.El

sobrenadanteresultantese centrifuga a 144.000 g durante 60 minutos,

utilizando un rotor 42.1 y una ultracentrífuga modelo L8-70

(BECKMAN?j. De esta forma, el sedimento está constituido por las

vesículas de membrana externa (subfracciónmembrana externa) y el

sobrenadantecontiene los constituyentesdel espacio intermembranoso

(subfracciónespaciointermembranoso).El sedimentose resuspendeen

mínimo volumen del >‘buffer” de homogeneización.Ambassubftacciones

secongelana ~40OChastasuutilización.

La subfracciónde mitoplastosanteriormenteobteniday conservada

a 40C, se somet& a la acción del lubrol WX mediante el siguiente
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procedimiento. La solución “stock” de lubrol al 4% en agua destilada se

añadegota a gota y bajo agitación continua a 40C, hastaobteneruna

concentración de 1 mg de lubrol por cada 10 mg de proteina

mitocondrial. Se ajusta la concentraciónde proteína mitocondrial a 35

mg/mL y se incubadurante20 minutosa 40C. Se diluye la suspensióncon

igual volumen de “bufler” y se centrifuga a 144.000 g durante 60

minutos, utilizando una ultracentrífugamodelo L8-70 (BECKMAN). De

estaforma, se obtiene un sobrenadantecompuestopor el contenidode la

matriz mitocondrial (subfracciónmatriz), y un sedimentocompuestopor

vesículasde la membrana interna niitocondrial. Se separanambos y el

sedimentoes resuspendidoen el mismo “buifer” utilizado, centrifugando

a 4.300 g durante 10 minutos, descartándoseel sedimento. El

sobrenadantede esta última centrifugaciónse centrifugó de nuevo a

144.000g durante60 minutos y se resuspendeen el mínimo volumen de

“buffer” (subfracción membrana interna). Ambas subfracciones se

conservarona -400C hastasuutilización.

Por tanto, después del procedimiento, se obtuvieron 4

subfracciones,numeradasde la siguienteforma

1> Membranaexterna

2 Espaciointermembranoso

3) Membrana interna

4) Matriz mitocondríal

Todaslas subfraccionesse ajustarona unaconcentraciónproteicade

12 mg/mL.
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1.5.3.2. PROCEDIMIENTOS DE ADSORCION

Los procedimientosde adsorciónse realizaronmedianteel mismo

sistema descrito en el apanado 1.5.2., utilizando por separado las

subfraccionesmitocondrialescorrespondientesa la matriz mitocondrial,

membranainterna, membranaexterna y espaciointermembranoso.Las

subfraccionesmitocondriales se utilizaron a la concentraciónde 12

mg/mL. Los sueros de los pacientes, una vez sometidos a los

procedimientosde adsorción,se utilizaron nuevamenteen la técnica de

¡FI. Asimismo, se utilizó como control de los procedimientos de

adsorciónel mismo suero del pacientecon anticuerposantimitocondria

(M2).
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LFigura 3.- Preparación de suhfracciones mitocondriaies

lacenta humana mediante centriftjgación diferencial.

67

de

1 FRACCION MITOCONDRIAL

SEI)JMENTO

(Nl ¡top lastos)

23.600 g ‘ 20
3.000 g
23.600 g x 20

4 Tratamiento con Di2itonma

23.000 g x 20

SOBRENAl) ANT E
(M.Ext * E.Intermemb)

40.000 g x 10’

SOBRENADANTE

lj

5<) BRENAl) AN‘1 E

144000 g x 60~

SEI)IMItNTO
(Nlcmh. mt)

SEIIINIENTO
(Nlemh. Ext)



Material y métodos 68

2. MUESTRAS ESTUDIADAS

2.1. SUEROS DE PACIENTES CON AR

Los suerosde los 94 pacientesincluidos en el estudioprocedende la

serotecade los Servicios de Inmunologíay Reumatologíadel Hospital

General Universitario “Gregorio Marañón” de Madrid (Unidad de

Medicina y Cirugía Experimental).

Todos los pacienteshabíansido previamentediagnosticadosde AR

en basea los datosclínicos, biológicos y radiológicoscaracterísticosde la

enfermedad,utilizandose los criterios comúnmenteaceptadospara el

diagnóstico(194). Setentay cuatropacientesson mujeres.La edad media

es 57,78 años(desviaciónestandard,SD = 12,28; rango29-81 años)y el

tiempo medio de evolución 8,68 años (SD = 8,56; rango 0-40 años). La

distribuciónpor edadesy tiempode evolución de la enfermedadse detalla

en las tablasVI y VII, respectivamente.

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

INTERVALO
DE EDAD

(años)

NUMERO DE
PACIENTES

PORCENTAJE

20-29 1 1,06 %
30-39 8 8,51 %
40-49 15 15,96 %
50-59 22 23,40 %
60-69 35 37.23 %
70-79 12 12.77 %
>80 1 1,06 %
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TABLA VII. DISTRIBIJ
DIAGNOSTICADOS DE
TIEMPO DE EVOLUCION

ClON DE - LOS 94 PACIENTES
ARTRITIS REUMATOIDE POR
DE LA ENFERMEDAD

TIEMPO DE
EVOLUCION

(años)

NUMERO DE
PACIENTES

PORCENTAJE

0-5 39 41.49 %
,-10 22 23,40 %
10-15 15 15,96 %
15-20 7.45 ~
20-25 5 5,32 %
>25 6 6,38 %

Los datosclínicos de los pacientesfueron obtenidosen el momento

del diagnóstico y a lo largo de su evolución, siendo evaluados

periódicamenteen el Servicio de Reumatologíadel Hospital “Gregorio

Marañón” de Madrid. Las manifestacionesextraarticularesobservadasen

el grupo de pacientesseresumenen [atabla VIII.

TABLA VIII. MANIFESTACIONES EXTRAARTICULKRES1
EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

¡

MANIFESTACIONES
CLíNICAS

NUMERO DE
PACIENTES

PORCENTAJE

Afección cutánea 3 3,2 %
Síndrome de S.jiigren 25 26,6 %
Afección pulmonar 9 9,6 %
Afección cardiaca 3 3.2 %
Afección SNC 7 7,4 %
Afección he ática 14 14,9 %
Afección renal 10 10,6 %
Anemia 50 53,2 %
Linfopenia 13 13.8 %

69



Material y métodos 70

El estadiajede la afecciónarticular de los pacientesestudiadosse

realizó de acuerdocon los criterios de la clasificaciónde progresiónde

AR (221) (Tabla IX)

TaNa IX. Criterios para el estadiaje de la afección articular de
pacientes con artritis reumatoide

Estadio ¡ (AR precoz

)

(*)No alteracionesdestructivasen el examenradiológico.

-Puedeexistir evidenciaradiológicade osteoporosis.

Estadía II (AR moderada

)

(*)Evidencia radiológicade osteoporosis,cono sin destrucciónósea

subcondralligera.
(*)No deformidad articular, aunque puede existir limitación de

movilidad articular.
-Atrofia de los músculosadyacentesa la articulación.
-Pueden existir lesiones de los tejidos blandos extraartículares

(nódulos,tenosinovitis).

Estadio III <AR Mrave

)

(*)Evidencia radiológica de destrucción ósea y cartilaginosa,
ademásdeosteoporosis.

(*)Deformidadarticularmanifestadacomo subluxación,desviación

ulnar o hiperextensión,sin anquilosisfibrosa u ósea.
-Atrofia muscularextensa.
-Pueden existir lesiones de los tejidos blandos extraarticulares

(nódulos,tenosinovitis).

Estadio IV (AR terminal

)

(*)Anquilosis fibrosau ósea.

-Criterios del estadioIII.

Los criterios señalados con un asterisco (*) deben estar
presentes para permitir la clasificación del paciente en un
estadio concreto.
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El estadiofuncional de los pacientesse obtuvo de acuerdocon los

criterios revisadosdel Colegio Americano de Reumatología(222) (tabla

X).

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

Clase 1

El pacientees totalmente capazde realizar sus actividadesde la vida
diaria (autocuidados,actividadeslaboralesy actividadesrecreativas).

Clase 11

El pacientepuederealizaractividadesde autocuidadoy laborales,pero se
encuentralimitadoen susactividadesrecreativas.

Clase III

El paciente puede realizar actividades de autocuidado,encontrando
limitación en susactividadeslaboralesy recreativas.

Clase IV

El pacientese encuentra limitado en sus actividades de autocuidado,
laboralesy recreativas.

-Actividades de autocuidado : vestirse, alimentarse, bañarse,
acicalamientoy aseo.
-Actividadeslaborales: trabajo,colegio,tareasdel hogar.
- Actividadesrecreativas: ocio, entretenimiento
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La clasificaciónde los pacientesestudiadosen basea su gradode

afección articular, desde el punto de vista de criterios radiológicos y

funcionales,seespecificaen la tablaXI.

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

GRADO DE
AFECTACION

ESTADIO
RADIOLOGICO

N (%)

ESTADIO
FUNCIONAL

N
1 26 (27,66%) 39 (41~49%)
II 29 (30.85%) 31 (32,98%)
III 16 (17.02%) 18 (19.15%)
IV 23 (24.47%) 6 (6.38%)

2.2. SUEROSDE REFERENCIA Y CONTROLES

Los suerosde referenciapositivos anti-nRNP,anti-Sm, antí-Ro y

anti-La proceden del Center for Disease Control (CDC) de Atlanta

(Georgia,EE.UU) (223). Los suerosde referenciaanti-Saprovienendel

laboratorio de Inmunorreumatologíadel Centro Hospitalario de la

Universidad de Sherbrooke(Québec,CANADA). Finalmente, se han

utilizado sueros con anticuerpos anti-ADN nativo, antimitocondriales,

antí-músculo liso y antinucleares procedentes del laboratorio de

Autoinmunidad del Servicio de Inmunologia del Hospital General

Universitario“Gregorio Marañón” de Madrid.
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Como controles negativosse han utilizado cincuenta sueros de

donantessanosprocedentesdel Banco de Sangre del Hospital General

Universitario “Gregorio Marañón” de Madrid.

3. ANALISIS ESTADíSTICO

Los datosgeneradosduranteel estudiofueron procesadosmediante

un ordenador personal Apple Macintosh dotado de microprocesador

Motorola 68030 a 33 megahertziosy coprocesadormatemáticomodelo

68882. El análisis se efectuó medianteel paqueteestadísticoStatview

versión4.0 (AbacusConceptsmc, Berkeley, CA). Se utilizaron diversas

técnicasestadísticassegún fuera apropiado,tales como el test de la t de

Studentno pareada,la pruebade chi cuadrado,con correcciónde Yates,y

el test exactode Fisher.En determ.nadoscasosse calculó la razón de

predominio (“odds ratio”, OR) y el intervalo de confianza del 95%

(1C95%). Se consideróestadísticamentesignificativo todo valor de p ó a

<testde 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

íNNIUNOFLUORESCENCIA

11.1. lEí SOBRE HíGADO. RINON Y ESTOMAGO DE RATA

Se detectaronanticuerposantinuclearesen 53 de los 94 sueros

estudiados (56,4%). Cinco sueros (5,3%) mostraron tínción de

fluorescenciasobre las células parietalesgástricas.Tres sueros(3,2%)

presentaronanticuerposanti-musculoliso patrónvascular(y), y un suero

(1,1%) presentabaun patróncitoplasmáticoanti-mitocondrial(M2) (tabla

XII).

TABLA

PACIENTES

xl’. PATRONES DE FLUORESCENCIA
ENCONTRADOS POR lEí SOBRE TEJIDOS DE RATA EN 94

CON ARTRITIS REUMATOIDE

ESPECIFICIDADES NUMERO DE
PACIENTES

(%)
Anticuerpos antinucleares 53 (56,4%)
Anticuerpos anti-céluías parietales gástricas 5 (5,3%)
Anticuer os anti-mñsculo liso 3 (3,2%)
Anticuer os antimitocondria (M2) 1 (1,1%)

INDIRECTA

DE
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Sobre tejidos de rata no se encontróningún patrón citoplasmático

correspondientea autoanticuerposde especificidadno conocida.

1.1.2. IFI SOBRE SUSTRATO DE CELULAS TUMORALES

HEp-2

Sobre este sustratose observaronanticuerposantinuclearesen 53

pacientes(56.4%), correspondiendoa los mismos pacientesdetectados

sobre el anterior sustrato. De ellos, 41 presentaronun patrón de

fluorescenciahomogéneopuro, 7 patróngranularpuro y 5 mostraronun

patrón mixto (homogéneo-granular)(figura 4). Los resultadosde la IFI

sobrecélulasHEp-2 se resumenen la tabla XIII. Se detectóademásun

patrónde fluorescenciacitoplasmáticoen uno de los pacientesde la serie,

el cual sobretejidosde ratadabael patrónantimitocondria(M2).

TABLA XIII. PATRONES DE INMUNOFLUORESCENCIA
MEDIANTE IFI SOBRE CELULAS HEP-2 EN 94 P4CIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE______________

PATRON ANA NUMERO DE
PACIENTES

PORCENTAJE

Homogéneo 41 43,6%
Granular 7 7,4%
Mixto (H-G) 5 5,3%
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En cuantoa ]os títulos de los anticuerposantinuclearesencontrados

sobre este sustrato, los resultadosse resumen en la tabla XIV. En

conjunto, el 31,9% de los pacientespresentarontítulos bajos de ANA

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

pacientes.

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

TITULO NUMERO DE
PACIENTES

PORCENTAJE

10 10,6%
20 21,3%
6 6,4%
6 6,4%
8 8.5%
1 1,1%
2 2,1%

Sobrecélulas HEp-2 no se encontróningún patrón citoplasmático

correspondientea autoanticuerposde especificidadno conocida.

1.1.3. IFI SOBRE TEJIDOS DE MONO

Elegimos8 suerosde pacientescon AR, que habíandado un patrón

anti-Sapor la técnica de IB, para testarlos en los sustratosde mono

(adrenal,tiroides y pancreas).Se utilizaron 8 suerosde pacientescon AR

comocontrol anti-Sanegativo.En los tres tipos de sustratos,ningúnsuero



Resultados 78

(anti-Sa positivo o negativo) mostró una tinción de fluorescencia

citoplasmáticaen las células de los tejidos empleados, detectándose

exclusivamenteanticuerposantinucleares.

1.1.4. IFI SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS

Se observóun patrónde fluorescenciatipo P-ANCA en 14 de los

94 suerosdel estudio (14,9%). En ninguno de los suerosse detectóel

patrónC-ANCA. Asimismo no se observarontincionesde fluorescencia

correspondientesa especificidadesno identificadas.

1.1.5. IFI SOBRE HíGADO HUMANO

Se testaronlos 94 suerosde pacientescon AR sobre estesustrato.

Los resultadosrevelan el mismo porcentajede anticuerposantinucleares

ya citado anteriormentesobre sustratode tejidos de rata. Asimismo se

detectóun patrón granularcitoplasmático,correspondienteal suero que

conteníaanticuerposantimitocondria(M2). No se observaronpatronesde

fluorescenciacorrespondientesa especificidadesno identificadas.

1.1.6. IFI SOBRE PLACENTA HUMANA

Se testaron los 94 sueros del estudio sobre este sustrato,

observándoseun resultadopositivo en 48 (51,1%). Las preparacionesde

placentahumanaconsideradaspositivas por IFI mostraronun patrón de
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fluorescenciaque se caracterizapor una tinción continua en la zona

periférica de las vellosidades coriónicas, correspondiente al

sincitiotrofoblasto.La tinción se distribuye por el citoplasmadel sincitio,

respetandolos núcleos,que aparecenoscuros(enausenciade anticuemos

antinucleares).Esta tinción de fluorescenciadibuja una serie de anillos a

lo largo del sincitiotrofoblasto,por lo que la hemosdenominadopatrón

anularsincitial (figura 5).

1.1.7. IFI SOBRE SUSTRATO DE CELULAS TUMORALES

JAR

Se examinaron40 suerossobreestesustrato,correspondientesa 20

suerosanti-Sapositivospor IB y otros 20 suerosanti-Sanegativospor IB.

Los 20 suerosanti-Sa positivos mostraron 11 patroneshomogéneos,2

granularesy 1 mixto sobre este sustrato, mientras los sueros anti-Sa

negativosdieron 8 patroneshomogéneos,1 granular y 1 mixto sobre

células JAR. Se observó una buena correlación entre ¡os patronesde

fluorescencianucleardetectadosen estesustratoy los patronesobservados

en los mismos sueros, testadossobre células HEp-2. Asimismo no se

detectó en este sustratoningún patrón de fluorescenciacitoplasmático

correspondientea especificidadesno identificadas.
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El usode célulasJAR estimuladascon diferentesagentes(dibutiril-

AMPc (0.01 mM, 0.1 mM y 1 mM), teofilina (0.01 mM, 0.1 mM y 1

mM), phytohemoaglutinina(1 mg/mL y 10 mg/mL) y PMA (10 mg/mL

y 50 mg/mL)), no mostró ninguna modificación en los resultados,con

respectoa los halladosen la líneacelular JAR sin estímulos.

1.2. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

El estudiode los 94 suerosde pacientescon AR permitió detectar

un total de 4 suerospositivos(4,2%) para anti-Ro medianteestatécnica

utilizando extracto de placenta,no observándoseninguna otra línea de

precipitación debida a otras especificidades.La CJE realizada con

extractode timo no detectóotrasespecificidades.

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 pacientesestudiados,54 (57,4%) mostraronla presencia

de anti-Samediantetécnicade IB. El patróntípico anti-Saconsisteen la

apariciónde tres bandasde un pesomolecularaparenteentre48 y 36 KD

(figura 6).
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1.3.2. OTROS AUTOANTICUERPOS DETECTADOS

MEDIANTE TECNICA DE “iNMUNOBLOTTING”

Mediante IB con extracto de placentahumana,se identificaron lO

sueros(10,6%>en los que se observabala bandade 60 KD de la partícula

Ro. En dosde estospacientes(2,1%) se observabaademásla bandade 52

KD de la partícula Ro. En un suero se observabaademásel patrón

coaespondientea los anticuerposanti-SSB/La.

En el IB con extracto de timo de conejo sólo se halló un paciente

que presentabaun doblete BB’. Los resultadosde los hallazgos de la

técnica de IB con los diferentesextractos empleadosse resumenen la

tabla XV.

TABLA XV. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE
TECNICA DE “INMUNORLOTTING” EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE

EXTRACTO
UTILIZADO

ANTICUERPOS NUMERO DE
PACIENTES
(%)

PLACENTA HUMANA Anti-Sa 54 (57.4%)
Antí-Ro (60 lCD) 10 (10,6%)
Anti-Ro (52 KD) 2 (2,1%)
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 detectaron33 sueros positivos

(35,1%) para anticuerpos antihistonas, y 34 sueros (36.2%) con

anticuerpos anti-ADN nativo. De los sueros positivos, 13 (13,8%)

presentabanreactividad tanto para anticuerposantihistonascomo 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. TECNíCA DE JNMUNOFLUORESCENCIAINDIRECTA

2.1.1. TEJIDOS DE RATA

No se observó correlación estadística entre los patrones de

fluorescenciacitoplasmáticos encontradossobre estos sustratos y la

presenciade anticuerposanti-Sa detectadospor IB, debido al reducido

númerode pacientesquepresentaronalgún tipo de patróncitoplasmático.

2.1.2. CELULAS TUMORALES HEp-2

No se detectó una asociación significativa entre [a presenciade

anticuerposanti-Sa por IB y la aparición de determinadopatrón de

fluorescencianuclearcon lEí sobrecélulastumorales.Asi, se hallaron41

pacientescon anticuerposantinuclearespositivos y patrón homogéneo

sobreestesustrato,de los cuales24 eran positivos para anticuemosanti-

Sa por IB y 17 erannegativos(Chi2 = 0; p > 0,99; a > 0,991 Se hallaron

7 pacientescon anticuerposantinuclearespositivosy patróngranular, de

los cuales3 eran positivos para anticuerposanti-Sa por IB y 4 eran

negativos(Chi2 = 0,172; p= 0,678;a = 0,453). Finalmente,los 5 sueros

con anticuerposantinuclearespositivosy patrónmixto sobrecélulasI-IEp-
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2, correspondíana 3 pacientespositivospara anticuerposanti-Sapor IB y

2 negativos(Chi2= 0; p > 0,99; a > 0,99Y(TablaXVI).

TABLA XVI. RELACJON ENTRE PATRONES DE
INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CELULAS HEP-2 Y
ANTI-SA DETECTADO POR “INMUNOBLOTTING” EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

N=54 N=40
IB IB p*

PATRONiFI ANTI-SA(+) ANTI-SA(-)
n (%) u (%)

Horno éneo 24 (44.4%) 17 (42.5%) NS NS
Granular 3 (5,6%) 4 (10,0%) NS NS
Mixto (H-G) 3 (5,6%) 2 (5,0%) NS NS

* Test de Chi cuadrado con corrección de Yates

~ TesÉ exacto de Fisher
NS No significativo

Analizando el titulo de anticuerpos antinuclearesdeterminado

mediante este sustrato, se observa una correlación estadísticamente

significativa entreun título de ANA superiora 1/160 y los anticuerpos

anti-Sadetectadospor IB. Asi, de los 30 pacientescon anticuerposanti-Sa

por IB y ANA positivos, 17 (56,6%) presentaban título de ANA igual o

superior a 1/160,mientras que, de los 23 pacientessin anticuerposanti-Sa

por técnicade IB y ANA positivos,6 (26,1%) presentabantitulo de ANA

igual o superiora 1/160 (Chi2 = 3,789; a 0,0492). Si se consideran

exclusivamentelos pacientescon patrón homogéneo de fluorescencia

sobrecélulasHEp-2, quees el mayoritario en nuestrogrupo de pacientes,

se observa una tendenciaen el mismo sentido, puesto que de los 24
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pacientescon anticuerposanti-Sa por IB y ANA positivos de patrón

homogéneo,14 (58,3%) presentabanANA a título igual o superior a

1/160, frentea 4 de los 17 pacientessin anticuerposanti-Sapor técnicade

IB y ANA positivosde patrónhomogéneo(23,5%), bordeandoel limite

de significaciónestadística(Chi2 = 3,583;a = 0,0539).(TablaXVII).

PACIENTES
ANA (+)

PACIENTES
ANA(+)
PATRON

1-IOMOGENEO
TITt LO ANA’~ IB

[ Sa(-) ¡ Sa (+)
¡ <1(160 17 13

17[ =11160 6
0,049

IB
Sa (-)

IB
Sa (+)

13 10
14

NS J
* Test exacto de Fisher

NS No significativo

2.1.3. SUSTRATODE NEUTROFILOSHUMANOS

De los 54 suerospositivos para anticuerposanti-Sa por IB, 11

(20,4%) presentaronpatrón de fluorescencia P-ANCA en lEí sobre

neutrófilos humanos, frente a 3 P-ANCA encontradosentre los 40

pacientescon anticuerposantí-Sanegativospor técnica de IB (7,5%) no

TABLA XVII. RELACION ENTRE TíTULOS DE
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR IFI SOBRE
CELIJLAS HEP-2 Y ANfl-SA DETECTAI)O POR
“INMUNOBLOTTING’ EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE
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observándosepor tanto asociaciónentre ambasespecificidades(Chi2 =

2,073; p=O,1499).

2.1.4. SUSTRATO DE PLACENTA HUMANA

Se observauna correlaciónaltamentesignificativa entre el patrón

de fluorescenciaanularsincitial detectadomediante lEí sobre placenta

humana,y anticuerposanti-Sadetectadospor IB. De los 54 sueroscon

anticuerposanti-Saen IB, 39 mostraronun patrón anularsincitial en IFI,

mientras que de los 40 suerossin anticuerpos anti-Sa bor IB, 31 no

mostraronel patrónanularsincitial por la técnicade IFI. (Chi2 = 20,788;

p c 0,0001;011=8,961C95% (3,64-22,05);a < 0,000l).(TablaXVIII).

TABLA XVIII. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING” Y CORRELACION CON
PATRON ANULAR SiNCITIAL POR IFI SOBRE SUSTRATO
DE PLACENTA HUMANA EN 94 PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDEI N=54ANTI-SA(-’-)IBN (%)PATRON 11 ~‘(41.5%)

N~40 1

ANTI-SA(-)IB TOTAL
N (%)

9 (9,6%) 11 48 (51,1%)
ANULAR
SINCITIAL
IFI-PLACENT
N EG A ‘¡‘IVA

15 (15,9%) 31 (33,0%) 46 (48,9%)

Chi2 20.788. p < 0,0001 OR 8,96. IC 95% 3.64 - 22.05.
a < 0.0001 (Test exacto de Fisher)
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2.2. TECNíCA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Los 4 sueros positivos para anticuemosanti-Ro por CTE con

extracto de placentahumanafueron también positivos para anticuerpos

anti-Sa por IB. Sin embargo, no se demostró una correlación

estadísticamentesignificativa(Chi2 = 1,544;p= 0,2141.a = 0,1337).

2.3. TECNICA DE ENZIMOINMUNOENSAVO

La presenciade anticuerposanti-histonaso de anticuerposanti-

ADN nativo detectadosmedianteestatécnica,no se correlacionócon la

presenciade anticuemosanti-Sapor IB, pesea existir una tendenciaa la

asociacióndeambasespecificidadescon los anticuemosanti-Sadetectados

por IB. De los 54 suerospositivos para anticuemosanti-Sa por IB, 22

(40,7%)fueron positivosparaanti-histonas,mientrasque de los 40 sueros

negativospara anticuerposanti-Sapor IB, 11 (27,5%) fueron positivos

para anti-histonas(Chi2 = 1,235: p= 0,2665).De los 54 suerospositivos

para anticuerposanti-Sapor técnica de IB, 23 fueron positivos para

anticuerposanti-ADN nativo (42,6%), mientras que de los 40 sueros

negativospara anticuerposanti-Sapor técnicade IB, II fueron positivos

paraanti-ADN nativo (27,5%)(Chi2= 1,661 p=O,1975)(tabla XIX).
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TABLA XIX.
MEDIANTE
ANTICUERPOS
DETECTADOS
94 PACIENTES

ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
INMUNOBLOTTING” EN RELACION A

ANTI-I-IISTONAS Y ANTI-ADN NATIVO
MEDIANTE ENZIMOINMUNOENSAVO EN
CON ARTRITIS REUMATOIDE

n=54 n=40 N=94 1
ELISA IB IB

ANTI-SA(+) ANTI-SA(-) TOTAL
n (%) n (%)

ANTI-HISTONAS 22 (40.7%) 11 (27.5%) 33(35.1%) NS
POSITIVO
ANTI-HISTONAS 32 (59,3%) 29 (72,5%) 61(64,9%) NS
NEGATIVo
ANTI-ADN NATIVO 23 (42.6%) 11 (27.5%) 34(36.2%
POSITIVO II ~1K5

II )jjNSANTI-AUN NATIVO 31 (57.4%) 29 (72,5%) 60(63.8%
N EGA TIX’O

* Test de Chi cuadrado con corrección de Yates

NS No si nificativo

2.4. DETERMINACION DE

MEDIANTE NEFELOMETRíA

FACTOR REUMATOIDE

Se observauna mayor frecuenciade FR entre los pacientescon

anticuerposanti-Saen IB. De los 54 pacientescon anticuerposanti-Sa, 53

(98,1%> teníanFR positivo. De los 40 pacientessin anticuerposanti-Sa,

30 (75%) tenían FR positivo (Chi2=1l,916; OR=17,67; 1C95% (3,46-

90.21); a = 0,0007). (Tabla XX). Los pacientescon anticuerposanti-Sa

por IB, además,tienen tendenciaa presentarnivelesmáseleyadosde FR

(Media ±SD 582,5 + 630 1 unidades) frente a los pacientes con

anticuerpos anti-Sa negativos por IB (Media ±SD 399,5 ±525,7

unidades), aunque sin alcanzar el nivel de significación requerido

(diferenciamedia 183 unidades;p=O,l8).

90
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N=54 N=40
FACTOR
REUMATOIDE

IB
ANTI-SAO-)

n (%)

IB
ANTI-SA(->

n (%)
POSITIVO 53 <98.1%) 30 (75.0%)
NEGATIVO 1 (1,9%) 10 (25.0%)~

91

TABLA XX. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING” Y FACTOR
REUMATOIDE DETECTADO POR NEFELOMETRíA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE
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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 observaroncorrelacionesentre los patronesde fluorescencia

citoplasmáticos,obtenidosmedianteTUI sobreestossustratosy el patrón

anularsincitial obtenidomediante¡FI sobreplacentahumana.

3.1.2. CELULAS TUMORALES HEp-2

No sedetectóningunaasociaciónsignificativa entrela presenciadel

patrónanularsincitial detectadomediante¡FI sobreplacentahumanay la

apariciónde determinadopatrón de fluorescencianuclearcon ¡FI sobre

célulastumoralesHEp-2. Así, sehallaron41 pacientescon ANA positivos

y patrón homogéneosobre este sustrato, de los cuales 18 presentaban

patrónanularsincitial en ¡FI sobre placentahumanay 23 eran negativos

(Chi2 = 1,027; p = 0,31; a = 0,2984).Se hallaron 7 pacientescon ANA

positivos y patrón granular, de los cuales3 presentabanpatrón anular

sincitial en ¡FI sobreplacentahumanay 4 eran negativos(Chi2 = 0,003;

p= 0,95; a = 0,711). Finalmente, los 5 sueros con ANA positivos y
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patrónmixto sobrecélulasHEp-2,correspondíana 4 pacientescon patrón

anularsincitial en lUí sobreplacentahumanay 1 negativo(Chi2 = 0,758;

p = 0,384;a = O,3619).(TablaXXI).

TABLA XXI. RELACION ENTRE PATRONES DE
INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CELULAS HEP-2 Y
PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO POR ¡FI
SOBRE SL’STRATO DE PLACENTA HUMANA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

N=48 1 N=46
IFI-PLACENTA IFI-PLACENTA p~ a~

PATRON IFI PATRON NEGATIVA
ANULAR

SINCITIAL
ti (%) ti (%)

Homogéneo 18 (37.5%) 23 (50.0%) NS NS

Granular 3 (6.3%) 4 (8.7%) NS NS
Mixto (H-G) 4 (8,3%) 1 (2,2%) NS NS

* Test de Chi cuadrado con corrección de Yates

** Test exacto de Fisher

NS No signulicativo

La presenciade patrón anular sincitial detectadopor IFI sobre

placentahumanano se correlacionacon los títulos de ANA detectadospor

IUI sobre células HEp-2 (Chi2 = 0,840; p — 0,3594; a = 0,2756).

Tampoco se observacorrelacióncuandose consideransólamentelos

pacientescon ANA patrón homogéneo(Chi2 =1,026; p = 0,311; a =

0,2186)(tablaXXII).
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TABLA XXII. RELACION ENTRE TíTULOS DE
ANTICUERPOS ANTINUCLEXRES POR ¡FI SOBRE
CELULAS HEP-2 Y PATRON ANULAR SINCITIAL
DETECTADO POR IFI SOBRE PLACENTA HUMANA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

PACIENTES
PACIENTES ANA(+)

ANA O-) PATRON
HOMOGENEO

TITULO ANA ¡FI ¡FI ¡FI IFI
(-) PAS (-) PAS

<11160 18 12 15 8
=11160 10 13 8 10

NS NS

* Test exacto de Fisher

NS No significativo
PAS Patrón anular sincitial

3.1.3. NEUTROFILOS HUMANOS

De los 48 sueroscon patrónanularsincitial por ¡FI sobreplacenta

humana,9 (18,8%) mostraronpatrón P-ANCA por ¡FI sobre neutrófilos

humanos frente a 5 de los restantes46 sueros (10,9%), siendo la

asociaciónno significativa estadísticamente(Chi2 = 0,613; p=O,43; a =

0,3873).
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3.2. TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Los 4 sueros con anticuerposanti-Ro detectadosmediante CíE

presentabanasimimo patrón anular sincitial en ¡FI sobre placenta

humana. Sin embargo, no pudo demostrarse una correlación

estadisticamentesignificativa (Chi2 = 2,22; p = 0,136;a = 0,1173).

3.3. TECNICA DE ENZ¡MOINMUNOENSAYO

De los 48 sueroscon patrón anular sincitial en ¡FI sobre placenta

humana, 17 (35,4%) eran positivos para anticuerpos anti-histonas

detectadospor ELISA, mientrasquede los 46 sueroscon IR negativa,16

(34.8%) fueron positivos para anticuerposanti-histonas(Chi2 = 0; p >

0,99). Tampoco se encontró correlación estadísticamentesignificativa

entreel patrónanularsincitial por ¡FI y la presenciade anticuerposanti-

ADN nativo. De los 48 sueroscon patrón anular sincitial en IFI, 21

(43,8%) presentaronanticuerposanti-ADN nativo por ELISA, mientras

quede los 46 suerosnegativospor técnicade IFI, 13 (28,3%> mostraron

anticuerposanti-ADN nativo por ELISA (Chi2 = 1,816 p=O,1778)(tabla

XXIII).



Resultados

TABLA XXIII. PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO
MEDIANTE IFT SOBRE SUSTRATO DE PLACENTA
HUMANA EN RELACION A ANTICUERPOS ANTI
HISTONAS Y ANTI-.ADN NATIVO DETECTADOS
MEDIANTE ENZIMOINMUNOENSAVO EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE

n=48 n=46 Nz94
ELISA IFI- ¡FI-

PLACENTA PLACENTA TOTAL
PATRON NEGATIVA
ANULAR

SINCITIAL n (%)

o (%)1
NATIVO

NATIVO

* Test de Chi cuadrado con corrección de Vates

NS No si niticativo

ANTI-HISTONAS
POSITIVO

17 (35.4%) 16 (34.8%) 33 (35.1%) NS

ANTI-HISTONAS
NEGATIVO

31 (64,6%) 30 (65,2%) 61 (64,9%) NS

ANTI-ADN
POSITIVO

21 (43,8%) 13 (28.3%U 34 (36.2%) NS’

ANTI-ADN
NEGATIVO

27 (56,2%) 33 (71,7%) 60 (63.8%) NS

3.4. DETERMINAC ION DE

MEDIANTE NEFELOMETRIA

FACTOR REUMATOTDE

El patrónanularsincitial detectadoen ¡FI sobreplacentahumanase

relacionacon la presenciade FR, puesto que, de los 48 pacientescon

patrón anular sincitial en IFI, 47 (97,9%) presentaronFR positivo,

mientras que de los 46 pacientes con ¡FI negativa, ‘36 (78,3%)

presentabanUR positivo (Chi2=8,783;OR=13,06;1C95% (2,39-71,41);a

= 0,0034).(TablaXXIV). Los enfermos con ¡FI positiva, además, tienen

tendenciaa presentarnivelesmáselevadosde FR (Media±SD 570,1 ±

96
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598,4 unidades)frente a los pacientescon IFI negativa (Media ±SD

445,0 + 597 7 unidades),aunquesin alcanzarel nivel de significación

requerido(diferencia media125,9 unidades;p=O.340.

ji
FACTOR
REUMATOIDE

¡FI-
PLACENTA

PATRON
ANULAR

SINCI TIAL
u (%)

lEí
PLACENTA
NEGATIVA

n (%)
POSITJVO 47 (97,9%) 36 (78,3%)
NEGATIVO 1 (2,1%) 10 (21,7%)

N — 48 1

1

N=46

TABLA XXIV. RELACION ENTRE PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR IFI SOBRE SUSTRATO DE
PLACENTA HUMANA Y FACTOR REUNIATOIDE
DETECTADO POR NEFELOMETRíA EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE
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4. COINCIDENCIAS Y DISCREPANCIAS DE LA TECNICA

DE ¡FI Y LA TECNICA DE “INMUNOBLOTTING” PARA LA

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-SA. EN RELACION

A RESULTADOSDE LAS TECNICAS DE DETECCION DE

AUTOANTICUFRPOS

El resumen de las asociacionesentre autoanticuerpospuede

observarseen la tabla XXV. Tanto la técnica de IFI sobre placenta

humanacomo la técnicade IB, consideradatécnicade referenciapara la

detección de anticuemosanti-Sa, no se asocian significativamente a

patronesde fluorescenciacitoplasmáticossobre los diferentessustratos

estudiados,debido a la escasa incidencia de los mismos. Tampoco

muestranasociacióncon algún patrón de ANA concreto (homogéneo,

granularó mixto). Los pacientescon anticuemosanti-Sapor IB presentan

un titulo más alto de ANA, a diferenciade los pacientesconpatrón anular

sincitial en IFI.

Ambas técnicas no se correlacionancon anticuerpos ¡‘-ANCA

detectadospor ¡FI sobre neutrófilos humanos,ni con anticuemosanti-

histonaso anti-ADN nativodetectadosmedianteELISA.

Los pacientescon anticuerposanti-Ro detectadospor CIE presentan

en todos los casosanticuerposanti-Sadetectadospor IB y patrón anular

sincitial detectadopor lUí, aunqueno puede demostrarseuna asociación

estadísticamentesignificativa, debido al escasonúmerode pacientescon

anticuemosanti-Ro.
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Tanto los anticuerposanti-Sa detectadospor IB, como el patrón

anular sincitial en IFI sobre placentahumana, muestranuna asociación

altamentesignificativa con la positividad de factor reumatoidemediante

nefelometría.

‘TABLA XXV. CUADRO COMPARATIVO DE LAS
ASOCIACIONES HALLADAS ENTRE ANTICUERPOS ANTI-
SA DETECTADOS POR IB O POR ¡FI SOBRE PLACENTA
HUMANA Y LA PRESENCIA DE AUTOANTICUERPOS EN
94 PACIENTES CON AR.

ALTO- IB IB a* lEí- IFI

ANTICUERPOS ANTI- ANTI- ANTI- ANTI

Sa O-) SA (-) Sa (-4-) Sae)

N= 54 N=40 N=48 N=46

Patrón homogeneo 44.4% 42,5% NS 37,5% 50,0% NS

Patrón granular 5.6% 10,0% NS 6,3% 8,7% NS

Patrón mixto 5,6% 5.0% NS 8,3% 2,2% NS

ANA =11160 (nz30) (n~=23) ** (n=25) (n=28) NS

56,6% 26.1% 52,0% 35.7%

ANA Homogéneo (n=24) (n=17) NS (n=18) (n=23) NS

=1(160 58.3% 23.5% 55,5% 34,8%

P-ANCA <-4-) 20,4% 7,5% NS 18,8% 10,9% NS

anti-Ro O-) 100% 0% NS 100% 0% NS

anti-histonas O-) 40,7% 27.5% NS 35,4% 34,8% NS

anti-ADNn (-4-) 42,6% 27,5% NS 43,8% 28,3% NS

Factor reumatoide 98,1% 75% **** 97.9% 78.3% ***

* Nivel de significación estadistica según test exacto de Fisher.

NS No significativo

** a<0.05 cx’z0,01 ~ a <0,001
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5. ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES EXISTENTES

ENTRE PRESENCiA DE PARAMETROS CLINiCOS Y

PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS

MEDIXNTE “INMUNOBLOTTING” O lid SOBRE

PLACENTA HUMANA

5.1. “INMUNOBLOTTING’

No se observarondiferencias significativas en [a incidencia de

anticuemosanti-Sadetectadospor IB. en relación a la edady el sexode

los pacientes.El tiempo de evolución de la enfermedad(Media±SD) en

los pacientescon anticuemosanti-Sadetectadospor IB es de 9.9 ±8,8

años, frente a 7 ± 8 años en los pacientes sin anticuerpos anti-Sa

(diferencia media 2,97 años; p = 0,0966). Por tanto, los pacientescon

anticuemos ami-Sa detectados por IB tienen una tendencia, no

estadisticamente significativa, a presentar una enfermedad más

evolucionada.

Entre los pacientescon anticuerposanti-.Sa,se observauna mayor

frecuenciade estadios radiológicos consideradosde afección articular

grave,es decir, III y IV (53,7%), frente a los pacientessin anticuerpos

anti-Sa(25%)(Chi2= 6,661; p = 0,0099;OR=3,48;1C95% <1,45-8,35); a

= 0,0062).

En cuantoal gradofuncional de los pacientescon anticuerposanti-

Sa detectadospor IB, éstospresentanuna tendenciaa una afección más

grave respectoal resto del grupo. 4sf, los estadiosfuncionalesIII y IV

aparecenen el 31,5% de los pacientes,mientras que los pacientessin



Resultados 101

anticuerposanti-Sa,presentanestosestadiosfuncionalesavanzadosen el

17,5% de casos. Sin embargo, no puede demostrarseuna asociación

estadísticamentesignificativa (Chi2 1,684; p=O,l943; a = 0,1545

(Tabla XXVI).

TABLA XXVI. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING’ Y ESTADIOS
RADIOLOGICOS Y FUNCIONALES EN 94 PACIENTES CON
ARTRITiS REUMATOJDE

N=54 N~40
IB IB

ANTI-SA(-i-) ANTI-SAÚ-)
n (%) n (%)

ESTAI)IO ~ 1 25 <46q3%) 30 (75,0%) ~
RAI)IOLOGICO 111-1v ( 29 (53,7%) 10 (25,0%)
ESTADIO ¡-II 37 (68,5%) 33 <82,5%) NS
FUNCIONAL 111-1V 1 17 (31,5%) 7 (17,5%)

* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher

NS No si nit’icativo *** a<OqOl

La presenciade anticuerposanti-Sa por IB se relaciona con una

mayor probabilidad de afección extraarticular(83,3% de los pacientes

con anticuerposanti-Sa, frente al 57,5% del resto del grupo). (Chi2 =

6,427; OR 3,70; 1C95% (1,46-9,32); p = 0,0112 o = 0,0096).

Específicamente, la presencia de anticuerpos ami-Sa por IB se

correlacionade forma significativacon la presenciade SS, afecciónrenal

y anemia(TablaXXVII).
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TABLA XXVII. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING” Y MANIFESTACIONES
EXTRAARTICULARES EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REI¿JMATOIDE

N=54 N=40
MANIFESTACION IB IB

CLINICA ANTI-SA(+) ANTI-SA(-)
II n (%)

Afección cutánea 3 (5.6%) 0 (0.0%) NS
Síndrome de Sjógren 19 (35.2%) 6 (15,0%) **
Afección pulmonar 8 (14.8%) 1 (2.5%) NS
Afección cardiaca 3 (5.6%) 0 (0.0%) NS
Afección SNC 5 (9,3%) 2 (5,0%) NS
Afección hepática 11 (20,4%) 3 (7.5%) NS
Afección renal 9 (163%) 1 (2.5%) **
Anemia 37 (68,5%) 13 (32,5%) ****
Linfo enia 8 <14.8%) - 5 (12,5%> NS

* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher

NS No si niticativo ** cx <0,05 **** ac0,001

5.2. IFI SOBRE SUSTRATO DE PLACENTA HUMANA

Al igual que en los pacientescon anticuerposanti-Sa en IB, la

presenciadel patrónanularsincitial detectadomedianteIFI sobreplacenta

humana,no presentadiferenciassignificativasen relación a la edadni al

sexode los pacientes.

Los pacientescon patrónanuar sincitial detectadopor ¡FI, tienen

un tiempo significativamentemayor de evolución de la enfermedadque
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los pacientescon ¡FI negativa(11,3 ±8,5 años frente a 59 + 7,8 años,

diferenciamedia 5,5 años,p=O.OOI6)

El patrón anular sincitial detectadomediante lEí se relaciona con

formas más agresivasde la enfermedad,con estadiosradioló2icos más

avanzados<111-1V) en un 62,5% de los pacientescon técnica de lEí

positiva,frentea 19.6% en los pacientescon técnicade IFI negativa(Chi2

= 16,112; OR=6,85 1C95% (2,80-16,74); p c 0,0001; a < 0,0001).

Asimismo, la presenciade patrón anular sincitial mediante lEí sobre

placentahumanase asociacon estadiosfuncionales más incapacitantes

(111-1V) en el 37,5% de los pacientes,en comparacióncon el 13% de

pacientescon afección grave y técnica de ¡FI sobre placenta humana

negativa(Chi2 = 6,159; OR= 4 1C95% (1,47-10,87);p = 0,0131; cx =

0,0089)(tablaXXVIII).

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

PATRON
lEí-PlACENTA

NEGATIVA
a*

ANULAR
SINCITIAL

fi (%} n (%)
ESTADIO 1-II 1 18 (37,5%)
RADIOLOGICO 111-1V ¡ 30 (62,5%)

37 (80,4%) (*****

9 (19.6%)
ESTADIO 1-II
FUNCIoNAL (111-1V

30 (62,5%) 40 (87,0%)
18 (37,5%) 6 (13,0%)

* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher

NS No significativo
a<0.01 *-****: cx <0,0001
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Asimismo, existe una mayor incidencia de manifestaciones

extraarticularesentre los pacientescon patrón anular sincitial detectado

medianteIFI. En concreto,se observauna incidenciasignificativamente

máselevadade afecciónrenal y anemia.La asociacióncon el SS es, del

restode manifestacionesextraarticulares,la quemás se acercaal limite de

significación estadistica,con a = 0,06. La asociación con otro tipo de

manifestacionesextraarticulares no es estadísticamentesignificativa,

probablementedebido al escasonúmero de pacientes con afección

cutánea,pulmonaro cardiaca(tablaXXIX).

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

MANIFESTACION
CLíNICA

IFUPLACENTA
PATRON
ANULAR

SISCITIAL

IFI-PLACENTA
NEGATIVA

a*

Afección cutánea 3 <6,25%) 0 (0,0%) NS
Síndrome de Sjógren 17 (35,4%) 8 (17.4%) NS
Afección ulmonar 7 (14,6%)

3 (6,25%)
2 (4,3%)
0 (0,0%)

NS
Afección cardiaca NS
Afección SNC 4 (8,33%) 3 (6,5%) NS
Afección hepática lO (20.8%) 4 (8,7%) NS
Afección renal 10 (20,8%) 0 (0,0%)
Anemia 35 (72,9%) 15 (32,6%) ****

Linfo enia 8 (16,7%) 5 (10,9%) NS

* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher

NS No si niticativo a<0,01 **** a <0,001
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6. COINCIDENCIAS Y DISCREPANCIAS DE LA TECNICA

DE “INMUNOBLOTTING” PXRA LA DETECCION DE

ANTICUERPOS ANTI-SA Y EL PATRON ANULAR

SINCITIAL DETECTADO POR ¡FI. EN RELACION A

CARACTERíSTICAS CLíNICAS DE LOS PACIENTES

El resumende lasprincipalesasociacionesde ambastécnicascon las

característicasclínicas de los pacientesestudiadosse expone en la tabla

Xxx,

Tanto la técnicade IB para la detecciónde anticuerposanti-Sa

como la presenciade patrón anular sincitial detectadopor ¡FI sobre

placentahumana,no presentanrelación con la edad ni el sexo de los

pacientes.En cambio,ambasse asociana AR de másaños de evolución,

de forma estadísticamentesignificativaen el casode la técnicade IFI.

Asimismo se relacionancon formasmásgraves de la enfermedad,

tanto desdeel puntode vista de criterios radiológicoscomo de criterios

funcionales,siendo muy elevadoel porcentajede pacientescon estadios

III y IV entre los pacientescon positividad por ambastécnicas.Sólo la

asociaciónentre estadio funcional y anticuerposanti-Sadetectadospor

técnicade IB no alcanzael gradorequeridode significaciónestadística.

De igual forma, se observanasociacionesde ambastécnicascon la

afección extraarticularo sistémica, consideradaen su conjunto, ó con

formasespecificasdeafecciónsistéinicacomo la afecciónrenal, 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
¡FI SOBRE PLACENTA HUMANA Y LAS
CARACTERíSTICAS CLíNICAS DE LOS 94 PACIENTES
CON AR.

CARACTERISTICA

CLINICA

IB

ANTI-

Su O-)

N~ z~4

IB

ANTI-

SA (->

Nzt4()

a~ IFI

PAS

N=48

¡FI

N=46

Tiempo de
evolución de AR
(media ±SD)

9,9

+ 8,8

±

±8

NS# 11,3

±8,5

5.9

±7.8

Estadio radiológico

avanzado(111-1V)

53,7% 25,0% *** 62,5% 19,6% ~

Estadio funcional

avanzado (111-1V)

31,5% 17,5% NS 37.5% 13,0% ~

Afección

e~ÁraarticuIar

83,3% 57,5% ~ 81.3% 63,0% NS

Síndrome Sjbgren 35,2% 15,0% ** 35~4% 17,4% NS

Afección renal 16,7% 2.5% ** 20.8% 0%

Anemia 68.5% 32.5% **** 72,9% 32,6% ****

PAS Patrón anular sincitial
Nivel de significación estadísticasegúntest t de Student

NS No si niticativo p<0,O5
* Nivel de significación estadística según test exacto de

Fis he r.

NS No significativo ** cx <0,05 ~“‘~ a < 0,001

a < 0.01 ~ a < 0,0001
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7. EVALUACION DE LA TECNICA DE IFI SOBRE

PLACENTA HUMANA PARA LA DETECC ION DE

ANTICUERPOS ANTI-SA TITULACION DE LOS

ANTICUERPOS Y ENSAYO DE ABSORCION CON

ANTíGENO SA PURIFICADO.

Con la finalidadde determinar,mediantetécnicade IFI, el título de

los anticuemosque originanel patrónde fluorescenciaanularsincitial en

los pacientescon AR, se realizarondiluciones seriadasde los mismosa

partir de la dilución de trabajo(1:5), examinándolosnuevamentepor lEí

sobreplacentahumanaa las diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80. La mayor

parte de los sueros(85,4%), perdieronla capacidadde dar una tinción

positiva de fluorescenciaa la dilución 1:20 (figura 7). La titulación

máxima obtenidapor los diferentessuerosse especificaen la tablaXXXI.

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

TITULO DE ANTICUERPOS SUEROS

N (%)

115 30 (62.5%)

1110 11 (22,9%)

1120 5 (10,4%)

1140 2 (4,2%)

1180 0 (0,0%)
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8. LOCALIZACION CELULAR Y SUBCELULAR DEL

ANTíGENO SA

8.1. LOCALIZACION A NIVEL CELULAR

8.1.1. “INMUNORLOTTING” CON EXTRACTO DE

MITOCONDRIAS DE PLACENTA HUMANA

Con la finalidadde determinarla fracción celular frentea la cual se

producía la reactividad del antígeno Sa, se realizó la técnica de IB

utilizando separadamente,como extractos, las distintas fracciones

obtenidaspor el métodode centrifugacióndiferencialde Graham,y como

anticuerpo,suerosde pacientescon AR que habíanmostrado reactividad

anti-Sa por IB con extracto completo de placentahumana.Se obtuvo el

patrónde bandasde precipitacióncorrespondientea los anticuerposanti-

Sa enaquelloscasosenque seemplearoncomo extracto las fraccionesP2

y P3 (figura 9). Estasfracciones,obtenidascomo sedimentosdespuésde

la segunda y tercera centrifugación del homogeneizadode placenta,

contienenprimordialmentemitocon(lflas de gran tamaño(fracción P2) y

mitocondrias, lisosomas, peroxisomas,aparato de Goigi y retículo

endoplásmicorugoso(fracciónPJ).
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8.1.2. “INMLNOBLOTTING” CON EXTRACTO DE

MITOCONDRIAS DE HíGADO DE RATA

A diferenciade lo ocurrido con e] inmunoblottingcon extracto de

placentahumana,no fue posible detectarla reactividaddel antígeno Sa

con ninguno de los suerosde los pacientesmediante IB con extracto de

mitocondriasde hígadode 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

reactividaden la tecnicade lEí sobre sustratode placentahumanaa la

dilución 1/20, fueron sometidos al procedimiento de adsorción con

extractode mitocondriasde placentahumana,y subsiguientementefueron

nuevamenteexaminadosmediante¡FI sobreel mismo sustrato.Se observó

que, tras la adsorción,se producíauna pérdidade la tinción fluorescente

anularsincitial en todaslas muestras(figura 1Gb>.
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8.2. LOCALIZACION A NIVEL SURCELULAR <

8.2.1. ADSORCION DE SUEROS CON ANTICUERPOS ANTI-

SA CON LAS DIFERENTES SUBFRACCIONES

NIlTOCONDRIALES DE PLACENTA HUMANA Y

POSTERIOR ANALISIS MEDIANTE IFI

Con la finalidad de determinarla localizacióndel antígenoSa en

algunade las diferentessubfraccionesmitocondriales,purificadas por el

métodode Sopery Pedersen,se rea izaron procedimientosde adsorción

con cada una de las subfracciones mitocondriales, examinando

posteriormentelos sueroscon anticuerposanti-Sa adsorbidosmediante

1FI sobresustratode placentahumana.

Ninguna de las subfraccionesrnitocondrialesfue capazde eliminar

totalmentela reactividadanti-Sade ningunode los suerospor ningunade

las dos técnicasde detecciónutilizadas,aunquese producíauna mayor

atenuación de la fluorescencia cuando se utilizaba la subfracción

correspondientea la membranainterna mitocondrial(figura lOc).
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DISCUSION

La AR es la enfermedadreumática inflamatoria autoinmune más

frecuente,afectaa másde un 1% de la población(29,68). Actualmenteno

existe un marcadorserológicoespecificode la AR. si bien se considera

que,en pacientescon clínica compatiblecon AR. la detecciónde niveles

elevadosde FR apoya el diagnóstico (29, 57). Los anticuerposanti-Sa

puedendetectarseprecozmenteen la AR, y su detecciónpuedeser útil en

el diagnósticode dicha enfermedad,como ha sido recientementedescrito

en un estudio (203). Utilizando la técnicade IB. estosautoresobtienen

una sensibilidadde 32,8% y una especificidadde 99.7%, con un valor

predictivo (VP) positivo de 98,4% y un VP negativode 75,5%,cuandola

incidencia de AR entre la población de enfermosestudiadoses de un

32,4%. En dicha serie, la detecciónde FR mediante nefelometríatiene

una sensibilidad de 76,3% y una especificidadde 84,2%, con un VP

positivo de 73,7% y un VP negativo de 86%. En otro estudiode nuestro

grupo, se estimó que el cálculo teórico para una incidenciade AR de un

1 % en la seriede pacientesda VP positivo y negativo de 52,4% y 99,3%

para los anticuerpos anti-Sa, y de 0,9% y 98,5% para el FR,

respectivamente(207.).

Estosdatossugierenqueel valor de la detecciónde los anticuemos

anti-Sapor IB es superiora la del FR en el despistajeserológicode la

AR. Sin embargo,el uso de la técnica de IB como técnica“standard”

planteauna serie de problemas,corno su baja sensibilidady el ser una

técnicademasiadolaboriosa. Por tanto, para que la detecciónde los

anticuerposanti-Sapara el diagnósticode la AR puedarealizarseen la



Discusión 116

prácticadiaria, deberíarealizarsemedianteuna técnicarápida y sencilla,

y que ademástenga una buenasensibilidady especificidad.Como en el

casode otros autoanticuerpos,los principalesmétodoscandidatosparael

despistajeserológico de los ac. anIÁ-Sa serían la ¡FI y la técnica de

ELISA.

Recientemente,en nuestrogrupo, sehan realizadoestudiosque han

permitido purificar el antígeno Sa, demostrándosela existenciade dos

tipos de anticuerposanti-Sa en los sueros de pacientescon AR; uno

dirigido contra el antígeno Sa degradado.y otro dirigido contra el

antígeno Sa nativo (207). Los anticuerpos anti-Sa nativo detectados

medianteELISA no sonespecíficosde AR. ya quepuedendetectarseen el

suerode pacientesdiagnosticadosde LES. En la AR, los anticuemosanti-

Sa detectadospor ELISA aparecenen el 33,3%de los pacientes,siendo la

especificidadde 93,5%,con un VP positivo de 64,7% y un VP negativo

de 80%. El cálculoteóricoparauna incidenciade pacientescon 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 anticuerpoanti-Sanativo detectadopor la técnicade

ELISA seria un parámetroinferior al FR detectadopor nefelometría.

dadala menorsensibilidaddel ELISA.

Sin embargo,con el método de ELISA utilizando el antígenoSa

purificado y degradado,se obtienen unos resultadossimilares al IB. La

sensibilidadse incrementa,sedetectananticuerposanti-Saen el 76% de

los pacientescon AR. pero la especificidaddisminuye, puesto que se

detectanen el 22% de pacientescon LES (207). En definitiva, el ELISA

puedesermuy útil en la detecciónde los anticuerposanti-Sa,pero hemos

descrito anteriormente que la respuesta de anticuerpos anti-Sa es
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heterogénea.y que la capacidadde detecciónde anticuerposdependede la

degradación del antígeno. Dicha variabilidad (207), puede limitar

técnicamentela utilidad del ELISA como pruebadiagnóstica.Además,la

escasadisponibilidad de antígeno Sa puro es otra limitación de la

utilización del ELISA en la prácticade laboratoriodiaria.

La ¡El es la técnicamásidóneapara e] despistajede los anticuemos

antinuclearesy anticitoplasmáticosen las enfermedadesautoinmunes.Para

determinarla utilidad diagnósticade la técnicade lEí parala detecciónde

los anticuemosanti-Saen pacientescon AR, se han estudiado94 suerosy

sehancomparadocon los resultadosobtenidosmediantela técnicade IB,

consideradade referenciaen la detecciónde anticuerposanti-Sa.

Inicialmente,se utilizó la técnicade lEí empleandocomo sustrato

célulastumoralesI-IEp-2 y preparacionesde estómago,riñón e hígadode

rata, que son los comunmenteutilizadospara la detecciónde anticuerpos

antinuclearesy anticitoplasmáticos.Los resultadosmostraronsólamente

una tinción de fluorescencianuclearcon diferentespatrones(homogéneo,

granular y mixto) y citoplásmica(anti-mitocondrial, anti-músculo liso y

anti-célulasparietalesgástricas),no hallandosepatronescitopiasmáticosni

nucleares diferentes de los ya mencionados. En consecuencia,estos

sustratos,ampliamenteutilizadosparael despistajede autoanticuerpos,no

sonútiles parala identificaciónde anticuerposanti-Sa.

A continuación, se utilizó la técnica de IFI con los sustratos

relacionadoscon anticuerposorganoespecíficos,como son tejido adrenal,

tiroides y pancreasde mono, dado que los tejidos humanosequivalentes

son de muy dificil obtención.El resultadode la lEí sobreestos sustratos
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fuenegativo,encontrandoseúnicamentelos patronesde tinción nuclearya

descritospreviamente.

Dadoquehastael momentose habíanexaminadosustratosanimales

y célulashumanasde origen tumoral, se analizó la especie-espdcificidad

de los anticuemosanti-Sautilizando los suerosde pacientescon AR sobre

otros sustratos,incluyendocélulasy tejidoshumanosnormales.La técnica

de IFI utilizando neutrófilos humanosdemostróla presenciade algunos

casos positivos con la clásica tinción perinuclear (P-ANCA), sin

observarseotros patronesde fluorescenciasobreestesustrato.

Sobre la basede los resultadosobtenidospor la técnicade IB con

fraccionescelularesde placentahumana,que sugeríanla reactividadde

los anticuerposantí-Sacon mitocondrias,se utilizó hígado humano(tejido

rico en mitocondriasy sustratoidóneo para la detecciónde anticuerpos

contraantígenoscitoplasmáticos,como los anti-LKM-3) como sustratode

la técnicadc 1FF Los resultadosdemostraronque, por estametodología,

algunossuerosdepacientescon AR presentaronpatronesde fluorescencia

correspondientesa anticuemosantinucleares,sin poder identificarse un

patrónde fluorescenciacompatiblecon otra reactividad.

Dado que el grupo de Ménard y colaboradores,así como nuestro

propio grupo de trabajo, habíamosobtenido resultadospositivos en la

detecciónde anticuerposanti-Samediantela técnicade IB con extractos

salinosde placentahumana,el siguientesustratoutilizado en la técnicade

IFI fue placentahumana.Es en estesustratodonde,por primera vez, se

detectaun patrón de fluorescenciadiferente a los observadosfrente a

anticuerpos de distintas especificidades, ya sea antinucleares ó
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anticitoplasmáticas.El patrón de fluorescenciaque aparecefrente a los

anticuerposanti—Sa tiñe homogéneamenteel citoplasmade las célulasdel

sincitiotrofoblasto placentario, adquiriendo la fluorescencia en su

conjunto un aspectoque hemos dado en denominar “patrón anular

sincitial”. Este patrón de fluorescenciaes de fácil identificación y se

encuentra en un porcentaje significativo (51,1%) de los pacientes

estudiados.La reproductibilidadde la técnica es alta. Este patrón de

fluorescenciaanularsincitial se distinguecon facilidad de otros patrones

antitrofoblásticos descritos por otros autores, como el patrón que

originan los anticuerpos anti-TAl, cuya tinción, limitada al

sincitiotrofoblasto,aparecesólo en las áreas apicales del sincitio, o el

patrón que originan los anticuerposanti-plasminógeno.cuya tinción es

citoplasmática,tiñendotanto el sinciko comoel citotrofoblasto(224).

Finalmente,se utilizó como sustrato de la técnica de IFI células

SAR, que proceden de un coriocarcinoma humano. Los resultados

mostraron exclusivamente patrones nucleares de fluorescencia. Ello

podría estar relacionado con una escasa formación de estructuras

sincitiales “in vitro” por parte de estaestiqe celular, pesea su origen

trofoblástico.

La correlaciónentre la deteccióndel patrón de anticuerposanti-Sa

por la técnicade lEí y los anticuemosanti-Sadetectadospor técnicade IB

es significativa, aunque existen discordancias.De los 54 sueros con

anticuerposaniS-Sa detectadospor IB, 39 muestran un patrón anular

sincitial por ¡FI. Esta discordancia podria deberse a una mayor

sensibilidadde la técnica de lB ó a la ausenciade anticuerposantí-Sa

nativo en algunos sueros,lo que haría que no fuesendetectadospor la
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técnicade lEí, y sí por IB, que detectaanti-Sadegradado.De los 40

suerosanti-Sanegativospor la técnicade IB, la técnicade lEí detectó9

sueroscon patrón anularsincitial, tratandoseprobablementede sueros

con anticuerpos dirigidos exclusivamentecontra epítopos nativos del

antígeno Sa. No obstante,existe una asociación altamentesignificativa

entre la presenciade anticuerposaniS-Sapor la técnica de IFI y de

anticuemosanti-Sapor la técnicade IB (p inferior a 0,0001).

Paraanalizarsi el patrón de fluorescenciaque apareceen placenta

humanatras incubacióncon los suerosde pacientescon AR y anticuerpos

anti-Sa se debe a una reactividad específicafrente al antígeno Sa, se

realizarontestsde adsorcióncon antígenoSa purificado. La adsorciónde

los suerosde los pacientesconantígenoSa purificado eliminó la tinción

fluorescente.Estos resultadosconfirman que el patrón anular sincitial

hallado mediante lEí sobre placenta humana corresponde a una

reactividadespecíficade los anticuerposanti-Sacon el antigeno Sa. La

adsorción con mitocondrias humanas también eliminó la tinción

fluorescente,y ello estáen relación con la presenciadel antígenoSa en la

fracción mitocondrial, como fue demostrado por la técnica de IB.

Utilizando subfraccionesmitocondrialespara la adsorción, la inhibición

de la tinción de fluorescenciafue sólo parcial, destacandoentre ellas la

subfracción correspondientea la membranainterna mitocondrial. La

diferentecapacidadinhibitoria puedeser debida a una mayor cantidadde

antígenoSa en dicha subfracciónmitocondrial.

Una vez confirmadala utilidad de la técnicade lEí sobre placenta

humanapara la identificaciónde los anticuerposanti-Sa, analizamosel

enfoquesemicuantitativode la técnica.En un númeroreducidode sueros,
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que habíandado una reactividad intensapor lEí a la dilución de trabajo

(1:5>, no se pudo detectarla reactividad(patrónde fluorescenciapositivo)

a diluciones igualeso superioresa 1/80. Estosresultadossugierenque el

rangode la dilución quepermitedetectarla reactividad frente al antígeno

Sa medianteIFI es pequeño(dilucion 1/5 a 1/40), lo que hacedificultoso

el poderdiferenciarclaramenteun grupode pacientescon títu os elevados

de anticuerposanti~Sa.

La detecciónde anticuerposanti-Sa,tanto por técnicade IFI sobre

placentahumana,comopor técnicade IB, no seasociasignificativamente

con ningunode los autoantiduerposanalizadosen esteestudio(anticuerpos

antinucleares : anti-ENA, anti-ADN, anti-histonas; anticuerpos

anticitoplásmáticos: anti-mitocondria, anti-músculo liso, ANCA). Sin

embargo,se encontróuna asociación,altamentesignificativa, entre los

anticuerposanti-Sadetectadospor ambastécnicasy la presenciade FR

sérico.

En estadios previos realizados en nuestro centro utilizando la

técnicade IB, seha podidodemostrarunaasociaciónentrela presenciade

anticuerpos antí-Sa y una mayor incidencia de manifestaciones

extraarticulares,en particu¡arcon la presenciade nódulos reumatoides,

afecciónpulmonar,SSy amiloidosisrenal (200,202,206,225).Tambiénse

ha observadoque la enfermedadarticular pareceser más grave en los

pacientescon anticuerposanti-Sadetectadospor técnicade IB. En nuestro

estudio,los resultadosobtenidosutilizando la técnicade IB son similaresa

los descritosanteriormente.
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Por otra parte, las asociacionesentre las alteracionesclinicas de los

pacientescon AR y la presenciade los anticuerposanti-Sa. identificados

mediantelEí, es similar a la obtenidamedianteIB. Los anticuerposanti-

Sa detectadosmediante la técnica de lEí se asocian con una mayor

frecuenciade afecciónrenal y anemia.La asociacióncon SS estápróxima

al grado de significación estadística.Los anticuerpos anti-Sa detectados

por la técnica de lEí tambien se asocian con un mayor tiempo de

evolución de la enfermedady estadiosradiológicos y funcionales más

avanzados.

Hemosdemostradoque,utilizando la técnicade lEí con sustratode

placentahumana,sepuedendetectarlos anticuerposanti-Sacon un patrón

de fluorescenciacaracterísticoy reproducible.La técnicade detecciónes

semicuantitativa.

Actualmente,los anticuemosanti-Sase pueden detectarmediante

tres técnicasdiferentes: IB, ELISA e lEí.

El IB permitió inicialmentedetectaranticuerposfrente al antígeno

Sa degradado,reconociendouna proteínadc 48 KD y susproductosde

degradación,utilizando como extractosplacentao bazo humanos. Estos

anticuerposfrenteal antígenoSa degradadosonespecíficosde AR, ya que

no sedetectanen pacientescon otrasenfermedadesautoinmunesdel tejido

conectivo,teniendopor tanto valor diagnóstico.Los anticuerposanti-Sa

detectadospor IB puedenaparecerprecozmente,sufriendofluctuacionesa

lo largo de la evolución de la enfermedad.(206). Su aparición coincide

con las exacerbacionesclínicasy se asociacon una mayor incidencia de

manifestacionesextraarticulares,en particular, con la presencia de
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nódulos reumatoideos,enfermedad pulmonar, SS y amiloidosis. En

conclusión,tienen valor diagnósticoy pronóstico (206). Sin embargo,el

IB es una técnicamuy laboriosay no permiteel procesamientosimultáneo

de un gran número de muestras, requiriendo personal experimentado

tanto en la realizaciónde la técnicacomo en la identificación del patrón

de bandascaracterístico.

El ELISA, desarrolladorecientementepor nuestrogrupode trabajo

(207),permitela detecciónde anticuerposdirigidos contrael antígenoSa

nativo. Estos anticuerpos anti-Sa nativo se han detectadotanto en

pacientescon AR comoen pacientescon LES. Porconsiguiente,el ELISA

es una técnicade gran sensibilidadpero de menorespecificidadrespecto

al IB. En enfermoscon AR, las manifestacionesclínicas de los pacientes

con anticuerposanti-SadetectadosporELISA son similares a las de los

pacientescon anticuemosanti-SadetectadosmedianteIB. Los pacientes

con LES y anticuerposanti-Sa detectadosmedianteELISA presentanun

mayor gradode afecciónarticularrespectoal resto de pacientescon LES

(207). La técnicade ELISA esun métodorápido y sencillo quepermite la

cuantificación de los anticuemos anti-Sa, siendo útil para la

monitorizacióny seguimientode los pacientes.

La técnica de lEí sobre sustrato de placentahumanaa término,

desarrolladaen estetrabajo, permite la detecciónde anticuerposanti-Sa

dirigidos contra el antígeno Sa nativo. Esta técnica ha permitido

comprobarla localizacióncitoplasmática,y específicamentemitocondrial,

del antígenoSa, identificandoun patrónde fluorescenciacaracterísticode

los anticuerposanti-Sa en el citoplasmade las células que forman el

sincitiotrofoblastode las vellosidadescoriónicas. Al igual que el IB, los
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anticuerposanti—Sa detectadospor ¡FI se asociancon una enfermedadmás

grave y con mayor incidencia de manifestacionesextraarticulares.Con

respectoa las técnicasde ELISA e IB, la lEí tiene la gran ventajade ser

una técnicaaltamentesensibley fácil de realizaren la prácticadiaria del

laboratorio. Permiteademásun análisis semicuantitativoen la detección

de los anticuemosanti-Sa. Al igual que la técnicade IB, requierepara su

interpretaciónpersonaldebidamenteentrenado.

En la actualidad, los datos disponibles sugieren que el ELISA

podríaser la técnicade uso para el despistajede los anticuemosanti-Sa.

Dicha técnicapermitiria detectary cuantificar los anticuerposanti-Sa en

poblacionesamplias de pacientes.Sin embargo,para su empleo en la

práctica clínica, deben estandarizarselos métodos de purificación de

antígeno Sa, realizando la técnica de ELISA, tanto con antígeno Sa

degradadocomo con antígenoSa nativo, de forma independiente.En el

caso de la existenciade anticuerposdirigidos contra el antígeno Sa

degradado,la técnicaidóneade confirmaciónseráel IB, y en el casode la

existenciade anticuerposdirigidos frente al antígenoSa nativo, la ¡FI.

La detección de anticuerpos frente al antígeno Sa degradado

mediante las técnicas de ELISA e IB puede tener utilidad para el

diagnósticoserológicode AR en la población general.Además,permite

seleccionarun grupo de pacientescon enfermedadgrave que requiereun

tratamientomucho másagresivo.Es posibletambiénque la cuantificación

de estosanticuerposseaútil paramonitorizarla respuestaterapéutica.

La detecciónde anticuerposfrente al antígenoSa nativo mediante

las técnicas de ELISA e lEí puedenpermitir definir un subgrupo de
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pacientescon LES y artritis grave,si bien es menosútil en el diagnóstico

de AR por su menor especificidad.Creemosinteresanteanalizar en el

futuro la incidencia de anticuerposanti-Sa nativo, detectadosmediante

ELISA e lEí, en otras conectivopatías.Los resultadospreliminares(207>.

utilizando ELISA, sugierenque únicamenteaparecenen AR y LES. por

lo que, de confirmarsemediante ELISA e lEí, los anticuerposanti-Sa

nativo constiituirianun marcadordel síndromede solapamientoAR-LES.

Un posiblealgoritmoútil en el diagnósticoprecozde AR podría ser

el que se muestra en la figura 11. aunque se necesitarealizar nuevos

estudiosparasu confirmación.

La secuenciación,identificacióny clonajedel antígenoSa,permitirá

averiguar si es realmente un antígeno mitocondrial, como indican

nuestros resultados preliminares, y proveerán de los instrumentos

necesanospara estudiarsus característicasy funcionesbiológicas. Estos

conocimientospuedenayudara desarrollarnuevosmétodosde detección

de los anticuerposanti-Sa.
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CONCLUSiONES

La técnicade ¡FI sobrecortescongeladosde placentahumanaa

término permite la detecciónde anticuerposanti-Sa.

2.- El patrónde IFI anti-Sa es citoplasmático,siendo diferente de

los patronescitoplasmáticosconocidosen las enfermedadesautoinmunes.

en particulardel patrónanti-mitocondria(M2).

3.- El patrónde fluorescenciacaracterísticode los anticuerposanti-

Sa se detecta en el citoplasma de las células que forman el

sincitiotrofoblastode las vellosidadescoriónicas, formando un patrón

citoplasmáticonuevo,quehemosdenominado“anular sincitial”.

4.- Los anticuerpos anti-Sa reaccionan en IB con una fracción

citoplasmáticade placentahumana,rica en mitocondrias. La adsorción

con extractototal de mitocondriasde placentahumanaelimina la tinción

de fluorescencia, lo que sugiere que el antígenoSa es de localización

mitocondrial.

5.- La concordanciaentre ¡FI e IB es del 75%. Las discordancias

observadaspuedendebersea que la IFI detecta únicamenteanticuerpos

diriEidos frenteal antígenoSa nativo,y el IB anticuerposdirigidos frente

el antígenoSa degradado.

6.- Los resultadosobtenidosmediante¡FI en pacientescon AR son

similares a los obtenidosmediante IB en cuanto a las manifestaciones

clínicasasociadas.Los pacientescon IR positiva presentan un aumento
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significativo de FR, anemia y manifestacionesrenales, así como

mayorseveridaden las lesionesradiológicasy en la limitación funcional.

7.- La técnica de IFI para la detección de anticuerpos

complementaa la técnicade IB en el diagnósticode AR.

128

una

anti-Sa
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