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INTRODUCCION

El Lupus eritematoso sistémico y otras enfermedades
reumaticas se caracterizan por la produccidén de
anticuerpcs dirigidos contra estructuras celulares
propias, localizadas tanto en el nicleo como en el
citoplasma. La mayoria de estos anticuerpos son
antinucleares (AAN) vy se detectan conjuntamente mediante
inmunofluorescencia indirecta sobre cortes congelados de
higado o rifién de rata y/o monocapas de células tumorales
mantenidas en cultivo (HEp-2, KB, etc). Un grupo
importante de estos anticuerpos originan un patrén de
inmunofluorescencia nuclear "moteado fino" vy reaccionan
con antigenos que pueden solubilizarse y extraerse de los
tejidos con soluciones salinas de baja fuerza iénica.
Estos antigenos fueron denominados ENA (extractable
nuclear antigen). En 1972 Sharp y col (1) asociaron la
presencia de anticuerpos dirigidos contra una fraccién de
los ENA sensible a ribonucleasa, el antigenoc RNP o
ribonucleoproteico, con una serie de rasgos clinicos
caracteristicos de lupus eritematoso sistémico,
polimiositis y esclerocdermia. Esta nueva entidad fue
denominada enfermedad mixta del tejido cdhectivo y ENA se
hizo sinénimo de antigeno RNP. En la actualidad se incluye
bajo dicho término a diferentes antigenos (2). En general
son proteinas nucleares no histonas, unidas frecuentemente
a &cidos ribonucleicos (ARN) de pequefio tamafio (SnRNP o
small nuclear RNP) (3,4). Algunas son predominantemente

citoplasméticas (scRNP o small cytoplasmic RNP) y otras no



estan unidas a ARN © solo aparecen en determinadas lineas
celulares.

Las contradicciones observadas al estudiar la
frecuencia y las correlaciones clinicas de los anticuerpos
anti-ENA en las enfermedades reumé&ticas se deben en parte
a las diferencias exlstentes en los extracteos antigénices
y en las técnicas utilizadas para su deteccién. Los ENA
se extraen habitualmente de timo de ternera o de conejo, o
sa obtienen a partir de extractos nucleares y/0
citoplasmaticos de células mantenidas en cultivo (Hela,
WiL-2, etc). El antigeno Ro suele extraerse de bazo bovino
o humanc vy de placenta humana. Las principales técnicas
para detectar anticuerpos anti-ENA son la hemaglutinacién
pasiva y la precipitacién en geles de agarosa, ésta
Gltima con dos variantes: inmunodifusidn doble de
Ouchterloni y contrainmunoelectroforesis. En los altimos
afios se han desarrollade técnicas mas sensibles, como el
ELISA (enzyme-~linked immunoabsorbent assay), el
immunoblotting o la precipitacidén inmune.

La hemaglutinacién pasiva se basa en la capacidad de
los anticuerpos anti-ENA para aglutinar hematies
recubiertos con ENA. La digestidén con ribonucleasa antes
de la incubacién con 1los sueros permite diferenciar
anticuerpos ¢ue reconocen ENA sensible a dicha enzima
(anti-RNP). El grupe de anticuerpocs detectados es
heterogéneo, no se 1l1dentifican algunos anticuerpos
importantes (anti-Ro, anti-La, anti-Jol) y no pueden

diferenciarse 1los anticuerpos anti-RNP de otros anti-ENA



sensibles a ribonucleasa, por lo que es una técnica poco
utilizada.

La precipitacién en geles de agarosa consiste en
enfrentar antigencs y suero del paciente colocados en
pozos practicados en un gel de agarosa. Ambos difunden
libremente (inmuncdifusidn) 0O en un campo eléctrico
(contrainmunoelectroforesis) (3) a través del gel y al
encontrarse originan un precipitado insoluble. Las lineas
se ldentifican por comparacién con sueros positivos
conoclidos. Son técnicas sencillas y rédpidas, pero tienen
el inconveniente de precisar unas concentraciones dptimas
de antigeno y anticuerpo para la precipitacién. Unicamente
detectan anticuerpos precipitantes dirigidos contra
antigenos solubles o degradados (6). Los extractos
antigénicos utilizados estén poco purificados y puede ser
dificil identificar wvarios anticuerpos presentes en el
mismo suero (7).

El ELISA es una técnica mids sensible que la
contrainmuncelectroforesis y menos especifica (8). El
antigeno se fija en placas de poliestireno, se incuba
primero ¢con el suero del paciente y después con una
antiinmunoglobulina humana marcada con una enzima. Tras
afadir el crombgeno y el substrato adecuados la reacciédn
se cuantifica con un espectofotdédmetro. Es una técnica
cuantitativa b4 permite conocer ia clase de
inmunoglobulina. Su mayor inconveniente es la necesidad de
purificar el antigenc para no reducir su especificidad.

La precipitacién inmune puede utilizarse para



caracterizar los ARN de pequefio tamafio precipitados por
los anticuerpos anti-ENA (3). E1 suero del paclente se
incuba con extractos salinos de células marcadas
previamente con P32 y el precipitado se fracciona mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida. Los ARN
marcados se 1identifican mediante autoradiografia. La
técnica es muy sensible, pero requiere isbétopoes
radiactivos y es muy laboriosa.

El immunoblotting consiste en enfrentar el suero del
paciente (anticuerpos) con antigenos separados mediante
electroforesis (9) vy transferidos, en un campo eléctrico,
a un papel de nitrocelulosa (10). Los antigenos se
solubilizan c¢on dodeclil sulfato de sodio (SDS), que
disgrega las proteinas en cadenas lineales cuya longitud
es proporcional a su peso molecular, y la electroforesis
se realiza en geles de poliacrilamida (11). Una vez
transferidos al papel de nitrocelulosa se incuba éste con
el suero del paciente b4 después con una
antiinmunoglobulina humana marcada con una enzima, Al
afladir el cromégeno y el substrato enzimdtico adecuados se
colorea la reacciédn. EI1 immunoblotting es una técnica
especifica, mAs sensible gque la inmunodifusién o la
contrainmuncelectroforesis. No requiere antigeno puro vy
permite identificar los péptidos reactivos y la clase de
inmunoglobulina (12,13). Dado gue el extracto se
desnaturaliza no identifica anticuerpos gqQue reaccionan con
epitopes conformacionales de la proteina nativa (14). La

utilizacidn de extractos semipurificados permite



identificar nuevos sistemas antigeno-anticuerpo que no
precipitan en geles de agarosa (15).

Se han descrito numercoscos anticuerpos antl-ENA, pero
solo unos pocos son importantes desde el punto de vista
clinico. Algunos se consideran hoy marcadores de
enfermedad, como los anticuerpos anti-Sm en el lupus
eritematoso sistémico, 1los anticuerpos anti-Jol en 1la
polimiositis, o] los anticuerpos anti-scl70 en la
esclerodermia (16,17). Los principales son los sistemas
anti-RNP, anti-Sm, anti-Ro/SS-A, anti-La/SS-B, anti-Scl70
y anti-Jol.

Los anticuerpos anti-Sm (Smith) y anti-RNP fueron
identificados mediante hemaglutinacidn pasiva e
inmunodifusidén enfrentandeo sueros de pacilentes con lupus
eritematoso sistémico y extractos de +timo (1,18-20). Los
antigenos son particulas ribonucleoproteicas nucleares de
pequenio tamafio. Los anticuerpos anti-Sm definidos mediante
inmunodifusidn o contrainmunoelectroforesis precipitan
varios tipos de U-ARN (Ul, U2, U4, U5, y UbB) y reconocen
proteinas de peso molecular 28-29 Kd (BB') vy 14 Kd (D) en
immunoblotting. Los anticuerpos anti-RNP precipitan
exclusivamente Ul-ARN o U2-ARN y reconocen proteinas de
pesoc molecular 68-70 Kd, 33 Kd (A) y 22 K4 (C) (3,21). Los
anticuerpos anti-Sm son préacticamente especificos de 1lupus
eritematoso sistémico y se consideran marcadores de esta
enfermedad (16,18), pero solo se detectan en un 30-40% de
los pacientes (16). Los anticuerpos anti-RNP se encuentran

en un 95-100% de 1los pacilentes con enfermedad mixta del



tejido conectivo, aunque no son especificos. Se detectan
en un 30-50% de lupus eritematoso sistémico y en un
pequefioc numerc de pacientes con otras conectivopatias
(16).

Los anticuerpos anti-Ro fueron identificados por
Clark y col (22) mediante técnicas de fijacidn de
complemento, enfrentando sueros de pacientes ldpicos con
un extracto salino de bazo humanc. Mattioli y Reichlin
(23) describieron los anticuerpos anti-lLa tras enfrentar
sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico o con
sindrome de Sjtgren y un extracto de timo en técnicas de
inmunodifusién. En otros estudios Alspaugh y Tan (24,25)
detectaron anticuerpos en sueros de pacientes con sindrome
de Sjdgren que reaccionaban con antigenos presentes en
extractos salinos de células WiL-2 y los denominaron
anticuerpos anti-SSA y anti-SSB. Como resultado de 1la
colaboracién entre varios laboratorios, Alspaugh y
Maddison (26) demostraron gque los anticuerpos anti-Ro vy
anti-La eran inmunolégicamente idénticos a los anticuerpos
anti-SSA y anti-SSB o anti-Ha (27) respectivamente. Los
antigenos Ro y La son complejos ribonucleoproteicos de
pequefios tamafic sltuados preferentemente -en el citoplasma
(4,28). Los anticuerpos anti-Ro definidos mediante
inmunodifusidn 0 contrainmunoelectroforesis pfecipitan
varias clases de ARN citoplasmatico humano (hyl, h¥3, hv4,
hY5) y reaccionan en immunoblotting con dos proteinas cuyo
peso molecular es de 52 y 60 Kda (29-33). Ambos

polipéptidos estan unidos a ARN y forman una sola



particula (33). Los anticuerpos anti-La precipitan ARN
humancs y viricos, y reconocen una proteina de peso
molecular entre 40 y 50 Kd con varios productos de
degradacidén (7, 34,35). Los anticuerpos anti-Ro se
detectan en un 60-70% de pacientes con sindrome de
Sjdgren, en un 30-40% de pacilentes con lupus eritematoso
sistémico y en un pequefio nimero de casos con otras
conectivopatias (16). Son muy frecuentes en el lupus
eritematoso sistémico "BANN negativo" (36), en el 1lupus
eritematoso cuténeo subagudo (37), en el lupus asociado a
déficit de complemento (38) y en el lupus neconatal
(39,40). Los anticuerpos anti-La se detectan mediante
inmunodifusién o contrainmunoelectroforesis en un 50-60%
de los pacientes con sindrome de Sjdgren, en un 10-15% de
lupus eritematoso sistémico, vy en un pequefilo numero de
paclentes con otras conectivopatias (16).

Los Anticuerpos anti-Scl 70 reconocen una proteina
basica no histona asociada a 1los cromosomas (41) e
identificada como la ADN-topoisomerasa I (42). Son
caracteristicos de esclerodermia y se detectan mediante
inmunodifusién en un 30% de pacientes (41). Los
anticuerpos anti-Jo 1 aparecen en un 30% de pacientes con
polimiositis y en un 68% si se asocia ademas fibrosis
pulmonar (43). Reaccionan con una subunidad 50 Kd de la

enzima histidil- ARNt sintetasa (44).



JUSTIFICACION

Los antlicuerpos antinucleares se detectan
conjuntamente mediante inmunofluorescencia indirecta sobre
cortes congelados de tejido animal © monocapas de células
tumorales humanas. Este métedo, muy sensible, es poco
especifico y la mayoria de los anticuepos detectados
deben identificarse posteriormente por otros métodos
(16,17). En el caso de los anticuerpos anti-ENA se utiliza
habitualmente la inmunodifusién (o} la
contrainmunoelectroforesis (5). Estas técnicas presentan
varios inconvenientes. Solo detectan anticuerpos
precipitantes, se regquiere una concentracidn adecuada de
antigeno b4 anticuerpo para obtener la linea de
precipitacidén y es necesaria una buena sclubilizacidén del
antigeno aungque sea por degradacién proteclitica (6). Los
extractos estén poco purificados y puede ser dificil
diferenciar varios anticuerpos en un mismo suero,
especialmente si existen lineas de identidad parcial (7} o
reacciones inespecificas (45).

El desarrollo de métodos inmunoenzimaticos, como el
ELISA o© el immunoblotting, proporciona sistemas de
deteccidn e identificacidén mucho mas sensibles que la
inmunodifusidén © la contrainmunoelectroforesis (8,15,46).
El immunoblotting ha dJdemostrado que algunos anticuerpos
definidos mediante inmunodifusién o
contrainmunoelectroforesis son heterogéneos. Asi, los
anticuerpos anti-RNP reconocen tres polipéptidos y los

anticuerpos anti-Sm reaccionan con otros dos diferentes,



todos ellos incluildos en las particulas snRNP (3,4). Los
anticuerpos anti-Ro estdn dirigidos contra al menos dos
polipéptidos diferentes (32,33). Los resultados obtenidos
con ELISA e 1mmunoblotting obligan a reconsiderar la
incidencia y la correlacién clinica de los anticuerpos
anti-ENA en las enfermedades reuméticas sistémicas y abren
nuevas perspectivas desde el punto de vista diagnéstico.
Su utilizacién estéa aun restringida a unos pocos
laboratorios. E1 ELISA es sencillo y répido, pero se
requieren protocolos sofisticados de purificacidén para que
la detecciébn sea especifica. Los sistemas comercializados
son caros y no diferencian los anticuerpos dirigidos
contra cada uno de 1los polipéptidos de las particulas
SnRNP v scRNP. E1 immunoblotting identifica 1los
anticuerpos dirigidos contra cada uno de los diferentes
polipéptidos. No requiere una purificacidén rigurosa de
los antigenos y permite detectar nuevos anticuerpos. Los
principales problemés son la reproductibilidad vy la
laboriosidad de la técnica.

En la actualidad es evidente la fnecesidad de disponer
de técnicas alternativas que confirmen 1los resultados
obtenidos mediante contrainmunoelectroforesis o
inmunodifusién. El immunoblotting puede ser (til adem&s en
el diagnéstico y clasificacién de los pacientes con

enfaermedades reumaticas autoinmunes.



OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo ha sido
desarrollar un protocolo de immuncoblotting sencillo vy
reproductible para detectar e identificar anticuerpos
anti-ENA.

Se fijaron los siguientes objetivos concretos:

1.- Obtener antigenos solubles de tejido humano o
animal (ENA) con métodos sencillos, sin recurrir
a protocolos laboriosos de purificacidén ni a
cultivos celulares.

2.- Desarrollar un immunoblotting reproductible que
permitiera detectar simulténeamente los
diferentes anticuerpos anti-ENA.

3.- Comparar los resultados obtenidos mediante
contrainmunoelectroforesis e immunoblotting en
pacientes con lupus eritematoso sistémico y otras
conectivopatias.

4.- Estudiar la incidencia y la correlacién clinica
de los principales anticuerpos anti-ENA en las

enfermedades reumaticas sistémicas.
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PACIENTES Y METODOS

Este trabajo se ha desarrollado en los laboratorios
de Autoinmunidad (Servicio de Inmunologia) y del Pabelldn
de Medicina y Cirugia Experimental del Hospilital General
"Gregorio Maranén" de Madrid. Los pacientes procedian de
los Servicios de Reumatologia, Nefrologia vy Medicina
Interna de este hospital, del Servicio de Reumatologia del
Hospital General de Galicila (Santiago de Compostela) y del
Servicio de Inmunoreumatoclogia y Alergia del Hospital
Pediatrico Ste-Justine de Montréal (Québec).

Preparacitn de los extractos antigénicos

Los antigenos RNP, 8m, Jo-1, Scl-70 y La se
obtuvieron a partir de un extracto comercial de timo de
conejo. El1 antigeno Ro se extrajo directamente de placenta

humana.

l.-Preparacién del extracto de timo de conejo.

Se utilizd timo de conejo extraido con acetona vy
liofilizado (RTE, Pel Freeze Biologicals Rogers, Ark). La
extraccidn se reallzdé a 4°C sigulendo el protocolo de
Kurata y Tan (5) con algunas modificaciones. Todas las
scoluclones contenian phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF)
lmM. E1 extracto de timo se disolvid en Tris-ClH 50
mM/ClNa 350 mM (pH:7,4) a una concentracién de 90 mg/ml. y
se extrajo durante 4 horas mediante agitacién vigorosa.
Tras una centrifugacién de 45 minutos a 10.000 g el
sobrenadante fue liofilizado y almacenado a -40° C hasta

su utilizacidén como fuente de antigeno. En otros ensayos

11



se usaron diferentes concentraciones de ClNa (150 mM, 400

mM y 1IM).

2.~-Preparacién del extracto de placenta humana.

Se prepard siguiendo el método de Clark y col (22),
con algunas modificaciones (14). Las diferentes etapas de
purificacién se desarrollaron a 4°C. Todas las soluciones
contenian NaZN3 0.002%, dithiothreitol 1,5 mM y PMSF 1 mM.
Las placentas se obtuvieron, con el consentimiento
correspondiente, de mujeres sanas y tras partos eutdcicos
a término. Una vez eliminado el tejido fibroso fueron
troceadas, pesadas vy congeladas a =70°C. En cada
extraccién se homogenelzé 1la placenta en Tris-ClH 50
mM/ClNa 120 mM (pH=7.4) (Solucién A) manteniendo una
relacién peso:volumen de 1:4. El homogeneizado se
centrifugé 45 minutos a 15.000 g y el sobrenadante se
mezcld durante 1 hora con diethylaminoethylcelulosa
(DEAE-52, whatman, England), hidratada y equilibrada
previamente con la solucidén A . Se utilizaron 500 mg. de
DEAE por gramo de tejido homogeneizado. Las proteinas
unidas a la resina fueron eluidas con Tris-ClH 50 mM/ClNa
300 mM (pH:7,4). El eluido fue dializado contra un volumen
10 veces superior de acetato de amonic 50 mM (pH:7),
liofilizado y almacenado a -70°C hasta su utilizacién como
fuente de antigeno. En otros ensayos se extrajeron las
proteinas solubles con diferentes concentraciones de ClNa

(150 mM, 500 mM y 1 M).
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IMMUNOBLOTTING

La electroforesis en geles de poliacrilamida se
realizd segin el método de Laemmli (9). Los extractos de
timo o de placenta se disolvieron en glicerol 10%/Tris-ClH
25 mM/2-mercaptoetanol 10%/SDS 2,5% (pH:6,8), manteniendo
una concentracidn de 8 mg/ml. Posteriormente fueron
hervidos durante 5 minutos y se centrifugaron 1 minuto a
12.000 g. Los sobrenadantes, a razén de 100ul por gel,
fueron sometidos a electroforesis en geles discontinuos de
poliacrilamida con una concentracién de acrilamida-
bisacrilamida correspondiente a un 10%, 12%, 15% o 1B%. La
electroforesis se realizo en glicina 192 mM/Tris-ClH 25
mM/SDS 0,1% (pH:8,3), a 200 voltios y durante 45 minutos
en un sistema Mini Protean II Cell (Bio Rad, Richmond,
ca).

Las proteinas desnaturalizadas fueron transferidas
desde el gel a un papel de nitrocelulosa (Amersham,
England) segun el método de Towbin y col (10). Los geles
habian sido equilibrados previamente durante 30 minutos en
Tris-ClH 25 mM/glicina 192 mM/SDS 0, 1%/metanol 20%
(pH:8,3) (Solucién B). La transferencia se realizd en la
solucibébn B sin SDS, durante 75 minutos a 100 voltios vy
utilizando el mismo aparato que en la electroforesis. Tras
la transferencia los papeles fueron bloqueados durante un
minimo de 12 horas con Tris-ClH 10 mM/ClNa 150 mM/albumina
bovina 3% (pH:7,4).

La incubacién de los papeles de nitrocelulosa con los

gueros de los pacilentes se realizd en un incubador
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maltiple 28x2 Miniblotter II Apparatus (Immunetics,
Cambridge, MA). Antes de la incubacidén los papeles fueron
lavados con Tris-ClH 10 mM/ClNa 150 mM/Tween 20 0,1%
/albimina bovina 0,5% (TBS-150) (pH:7,4) durante 10
minutos. Una vez colocados el papel y los suercs cada
minicémara contenia aproximadamente 10-20 pg. de extracto
en contacto con 50 pl de uno de 1los sueros diluido 1:5 en
TBS-150. Tras 75 minutos de incubacidén el papel fue lavado
5 veces con TBS-150. En algunos ensayos se substituyd el
Tween-20 por Tritén-X.

Las inmunoglobulinas de clase G unidas al papel
fueron detectadas con una anti-IgG humana de cabra,
conjugada con peroxidasa (Nordic, England), y 4-cloro 1-
naftol como substrato. Se incubdé el papel con anti-IgG
diluida 1:1000 en TBS-150 durante un minimo de 12 horas a
4°c. Posteriormente se lavé el papel con Tris-ClH 10
mM/ClNa 1M (pH:7,4), dos veces afladiendo Tween-20 0,1% vy
una vez sin el detergente. Tras el Gltimo lavado se afiadid
4-cloro 1l-naftol 40% en metanol 20% y H202 30% para

visualizar la reaccién.

OTRAS TECNICAS

Los resultados del immunoblotting se confirmaron
mediante ELISA, contrainmunoelectroforesis o
inmunodifusién. Se utilizaron sistemas Rheuma-ELISA
{Wwhittaker Bioproducts, NC) para detectar la presencia de
anticuerpos anti-RNP, anti-Sm V' anti-Ro/SSA, La

contrainmunoelectroforesis se realizé segun el método de
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Kurata y Tan (5), utilizando una cé&mara de electroforesis
ATOM AC/5. Se prepard agarosa 1% y 0,6% en solucidn
fosfato salina (PBS) 0,5 M (pH:7,4) con polietilenglicol
(PEG) 1%. Se colocaron 0,5 ml de agarosa 1% en cada porta
y tras su secado a temperatura ambiliente se afiadieron 3 ml
de agarosa 0,6%. Una vez polimerizada se practicaron
pocillos en paralelo con un trécar de 4 mm. de didmetro,
manteniendo una separacién entre ellos de 3,5-4 mm. Los
sueros fueron decomplementados a 56° C en PBS durante 30
minutos. Se colocaron 50 pl de suero sin diluir en cada
pocille y 50 pl de antigenos disuelte en PBS (20-30 mg/ml)
en el opuesto. Se aplicdé wuna corriente de 3 mA por cada
porta durante 45 minutos. Una vez lavados con una solucién
de citrato los portas fueron guardados en una camara
himeda y tras 24 horas se procedié a la lectura. Mediante
contrainmunoelectroforesis se detectaron anticuerpos anti-
RNP, anti-Sm, anti-Ro, anti-La Yy anti-Jo 1. Los
anticuerpos anti~Scl 70 se confirmaron utilizando
inmunodi fusidn en placas de Petri (100x15 mm). Se
colocaron 15 ml de agarosa 4% /PBS /0,5 M/ PEG 1% (pH:7,4)
y tras la polimerizacién se hicieron 6 pocillos alrededor
de otro central con un trocar de 8 mm de diémetro,
manteniendo una separaciédn entre ellos de 4 mm. Los sueros
decomplementados y los controles positivos se colocaron
sin diluir y de forma  alterna en los pocillos
periféricos (50 pl/pocillo). En el centro se depositaron
50 ul de antigenos en PBS (60-80 mg/ml). Las placas se

guardaron en una camara humeda a temperatura ambiente
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hasta que aparecieron lineas de precipitacidn bien
desarrolladas en los controles.

En algunos casos se utilizaron anticuerpos eluidos
del papel de nitrocelulosa para verificar su especificidad
(47-49). Para ello, una vez transferidc el antigeno, se
cortaron dos tiras verticales de 1 cm de ancho a cada lado
del papel. E1 resto se incub® durante un minimg de 18
horas a 4° C con un suero positivo para el anticuerpos gque
se pretendia eluir. Las tiras verticales se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente con el mismo suero
y después con anti-IgG humana conjugada con peroxidasa. Al
dia siguiente se completd el immunoblotting. Las zonas de
unién de los anticuerpos a cada polipéptido se localizaron
en el papel con las dos tiras verticales y dichas zonas se
cortaron horizontalmente. Cada tira horizontal,
correspondiente a un anticuerpo, se dividié en {fragmentos
de 2-3 mm y se deposité en un tubo coénico de 1 ml. Los
anticuerpos se eluyeron por agitacién en 200 pl de Tri-ClH
10 mM/ glicina 100 mM/ Tween-20 0,1% (pH:2,5), 10 minutos
a temperatura ambiente. El eluido se neutralizd en 20 nl
de Tris-ClH 1M (pH:8) y se afladié albumina bovina 0,5%

para su utilizacién en el immunoblotting.

PACIENTES

Entre octubre de 1987 Yy octubre de 1991 se
recolectaron 1654 sueros de B800 pacilentes. El1 unico
criterio de seleccidtn fue el presentar rasgos de

conectivopatia u otra enfermedad reumé&tica. El diagnéstico
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se establecid en base a los datos clinicos, serolégicos y
radiolégicos caracteristicos de cada enfermedad. Se
utilizaron los criterios cominmente aceptados para el
diagnéstico de lupus eritematoso sistémico (50), artritis
reumatoide (51), esclerodermia (52), polimiositis (53),
sindrome de Sjtgren (54) y enfermedad mixta del tejido
conectivo (55). Los pacientes gque presentaban rasgos
sugerentes de conectivopatia pero no cumplian ninguno de
los criterios se consideraron como conectivopatias no
definidas.

La historia clinica completa de cada paciente se
revisd en el momento de entrar en el estudio, en base a
los datos contenidos en el protocolo que figura en los
anexos 1l y 2. Cada uno de los parametros fue definido
seglin criterios aceptados (56,57). En la artritis
reumatoide los grados radiolégico Y funcional se
establecieron en base a la clasificacidén de progresién de
enfermedad y a la clasificacién de Steinbrocker (56). En
posteriores revisiones se utilizé este mismo protocolo.
Los estudio radiolégicos, oftalmolégicos, gammagréaficos e
histolbégicos solo fueron solicitados en los casos en que
fueron necesarios para el diagnéstico ¢ el adecuado manejo
del paciente. En todos los pacientes se disponia de
radiografias recientes de tdédrax y de manos.

Al final del estudio los pacientes fueron
distribuilidos en tres grupos:

A.- Enfermedad reumatica inflamatoria con alta

prcbabilidad de presentar anticuerpos anti-ENA: lupus
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eritematoso sistémico y variantes lapicas, esclerodermia,
polimicsitis, enfermedad mixta del tejido conectivo,
sindrome de Sjbgren primario, fendmeno de Raynaud primario
(excluidos arterioesclerosis Y causas locales) b
conectivopatia no definida.

B.- Enfermedad reumdtica inflamatoria con baja
probabilidad de presentar anticuerpos anti-ENA: artritis
reumatoide, espondilitis anquilosante, artritis
psoridsica, sindrome de Reiter, artritis reactiva,
polimialgia reumética y vasculitis no asociadas a
conectivopatias.

C.- Otras enfermedades, reumaticas © no, con muy baja
probabilidad de presentar anticuerpos anti-ENA,

La distribucién de los diagnésticos se especifica en las

tablas 1, 2 y 3.

SUEROS

Los sueros fueron almacenados a -70° C en alicuotas
de 0,5 ml. En la estandarizacién del immunoblotting y en
todos los estudios (inmunodifusién,
contrainmunoelectroforesis, ELISA e immunoblotting) se
utilizaron sueros controles positivos y negatives. Los
controles positivos procedian del "ANA Reference
Laboratory” del Centro de Control de Enfermedades de
Atlanta (58), del Laboratorio de Autoinmunidad del
Hospital General "Gregorio  Marafibn" de Madrid (M.
Rodriguez-Mahou) y del Laboratorio de Inmunoreumatologia

del CHUS de la Universidad de Sherbrooke, Québec (HA.
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Ménard). Todos los controles positivos fueron verificados
mediante contrainmuncelectroforesis o] inmunodifusidn,
ELISA e immunoblotting. FEl peso molecular de los
polipéptidos reconocidos por los diferentes anticuerpos en
el immunoblotting se calculd por comparacié4n la movilidad
electroforética (Rf) de preoteinas de peso molecular
conocido (Low molecular weight  markers, Pharmacia,
Sweden). Como controles negativos se utilizaron 55 sueros
de donantes sanos del Banco de Sangre verificados

igualmente con todas las técnicas.

Definici6tn de los resultados positivos

Todos los sueros fueron estudiados por duplicado sin
diluir { inmunodifusidn/contrainmunoelectroforesis) o]
diluidos 1:5 (immunoblotting) 6 1:100 (ELISA). En el caso
del immunoblotting y del ELISA sole se  valoraron
anticuerpos de la clase IgG. El protocolo de lectura y el
anfdlisis de los resultados en cada técnica fueron los
siguientes:

A.- Immunoblotting.

La lectura fue realizada de forma independiente por
dos observadores, inmediatamente después de visuallizarse
la reacciédn vy a las 24 horas. Para facilitarla se habian
utilizado 4 sueros de referencia negativos y 6 positivos
en cada papel, dispuestos en "espejo" a ambos lados. Se
considerd 1la presencia de un determinado anticuerpo
cuando:

- el sueroc reconocia una banda de movilidad
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electroforética idéntica (mismo peso
molecular) a las presentes en los sueros
positivog utilizados como controles.
- 1la reaccidn era especifica y no desaparecia a
las 24 horas.
- aparecian correctamente todos los controles
positivos y negativos.
En los casos dudosos la especificidad de 1la reaccidén se
varlificd wutilizando anticuerpos eluideos del papel de
nitrocelulosa y/0 variando la relacién acrilamida-
bisacrilamida del gel.
B.- Contralnmunoelectroforesis/inmunodifusidn
-La lectura se realizd a las 24 y a las 48 horas. Se
considerd la presencia de un determinado anticuerpc cuando
existia una reaccién de identidad total en las 1lineas de
precipitacién formadas por el suero problema y el suero
control positivo.
C.- ELISA
Se calculd el "cut-off" de cada anticuerpo utilizando
90 sueros de donantes del Banco de Sangre. La lectura se
hizo a 400 nm con una referencia de 620 nm y se considerd
1la ﬁedia de los controles negativos y tres desviaciones
estandar. Se aceptd la presencia de anticuerpos cuando los
valores de absorbancia eran superiores a 0,44 (anticuerpos
anti-RNP), 0,17 (anticuerpos anti-sm) vy 0,60 (anticuerpes
anti~-Ro/S5A).
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ESTADISTICA

La comparacién de los subgrupos con y sin cada uno de
los anticuerpos se realizdé mediante la prueba de chi
cuadrado (con correccién de Yates si estaba indicado), el
test exacto de Fisher o el test de la t de Student. Se
consideraron significativos valores de p inferiores a
0,05. Se calculd la razén de predominio u "odds ratio"
(OR) en cada caso. Cuando uno de los valores de la tabla
2x2 fue cero se utilizéd el método de Fleiss (59),
consistente en anfadir 0,5 a cada uno de los valores de la
tabla. En el anélisis de los datos se utilizd un ordenador
Foxen con microprocesador 80286 a 16 MHz y un programa

R.Sigma 1.0.
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RESULTADOS

La eleccién del protocolo de extraccidn de los
antigenocs Yy la estandarizacién de la técnica de
immuncblotting se realizaron en base a los patrones
reconocidos por 1los sueros de referencia positivos vy
negativos.

1l.- Estandarizacién de la técnica de immunoblotting.

1.-Electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS.

Se utilizaron diferentes concentraciones de
acrilamida vy bisacrilamida a fin de obtener wuna buena
resolucidtn de los 6 controles de peso molecular. S1 se
utilizaban geles con un wvalor T 10% o 12%, el recorrido
del frente protelco era excesivo y se perdian los
controles de menor pesc molecular., Con una relacién
acrilamida-bisacrilamida correspondiente a un T:15% o 18%
se definieron en el gel los 6 marcadores de peso molecular
(Fig 1)(tabla 4)}: fosforilasa B (94 Kd), albimina (67 Kd4),
ovoalbimina (43 K4), anhidrasa carbdnica (30 K4),
inhibidor +tripsina (20,1 Kd) y alfa-lactoalbumina (14,4
Kd).En base a dichos resultados y con el objetivo de
calcular el peso molecular de los polipéptidos reconocidos
pPOr 1los sueros de referencia positives, se decidid
trabajar con geles T:15% o 18%

El sistema de electroforesis admitia un volumen de
extracto de 100 pl. Dado que se habia preparado una
concentracién de 8 mg/ml se aplicaron 800 ug en cada gel.

Con dicha cantidad de antigeno la electroforesis se
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desarrollaba sin distorsiones y con una calidad simililar a
los ensayos realizados con menos antigeno. La aplicacidn
de 1200-1400 pg. no saturaba el gel pero aparecian algunas
distorsiones, por 1lo que se decidid utilizar siempre una
cantidac de antigeno entre 800 y 1000 pg por gel (Fig 1).
2.-Transferencia al papel de nitrocelulosa e
immuncblotting.

Con las condiciones establecidas no existieron
problemas de transferencia en ninguno de los ensayos. Tras
la incubacién con sueros positivos diluidos 1:20 se
probaron diferentes protocolos de lavado variando 1la
concentracién de ClNa y el detergente (Tween-20 o Tritén-
X). Con ClNa 150 mM y Tween-20 0,1% vy repitiendo cinco
veces los lavados antes de la incubacién con anti-IgG
humana, 1la coloracidén inespecifica era escasa y no se
eliminaba ninguno de 1los antigenos objeto del estudio. El
Tritén-X fue desechado dado que desaparecian algunas de
las reacciones. Tras la incubacidn con anti-IgG la
coloracidén inespecifica era menor si1 se lavaba con ClNa
1M,

Una vez decidido el protocolo de lavado i1déneo se
procedié a variar la dilucién de los sueros. Se compararon
los resultados obtenidos con  sSueros de referencia
positivos y negativos diluidos 1:2, 1:5 1:10, 1:20 y 1:40.
La coloracién inespecifica no impidié la identificacidén de
las reacciones en ninguno de los casos. Al diluir el suero
a 1:20 y 1:40 se perdieron algunas reacciones positivas

débiles, pero los resultados eran similares con el resto
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de las diluciones. Los 55 sueros negativos permitieron
analizar las reacciones inespecificas. Si la dilucidén era
1:2 aparecian en un 72% de 1los sueros, si era 1:5
aparecian en un 29% y si era 1:10 en un 25%. En ninguno de
los cascos coincidian con los patrones obtenidos con los
suercs de referencia positivos por lo que se decidid
utilizar una diluciédn 1:5 en todos 1los ensayos (Fig 2,3 vy
4).
3.- Anticuerpos detectados con el extracto de
timo de conejo.

Los patrones reconocidos por los sueros de referencia
positivos fueron i1dénticos en las tres extracciones de
timo de conejo comercial (Fig 2 y 3). E1 célculo del peso
molecular de cada polipéptido se resume en lag tablas 5 vy
5a. El reconocimiento simulténeo de los anticuerpos se vio
facilitado por la actividad antigénica de los productos de
degradacién de los antigenos La y Scl-70. En'ambos casos
se repitid el mismo patrdn para cada extracto. Los sueros
anti-La reconocian tres polipéptidos (45, 37 y 35 K4) y
los sueros anti-Scl-70 otros seis (100, 86, 65, 56, 39 y
25 Kd). Las reacciones mas intensas se producian con los
polipéptidos de 45 y 65 Kd respectivamente. Los sueros de
referencia anti-RNP reaccionaban fuertemente con dos
polipéptidos, de 70 KA y 33 Kd (A), y reconocian otro de
22 Kd (C). Los sueros anti-Sm reaccionaban con un doblete
de 28-29 K4 (BB') y con un polipéptido de 14 Kd (D),
aungue algunos reconocian debilmente los péptidos de 70 KA

y A (RNP). El suero anti-Jo 1 reaccionaba con un
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polipéptido de 46 K4d. Ninguno de los 55 sueros utilizados
como control negativo reaccionaba con dichos polipéptidos.
Al comparar extractos cbtenidos con diferentes
concentraciones de ClNa se observaron variaciones en la
reproductibilidad de 1los resultadeos. Con ClNa 350 mM se
obtenian de forma constante los patrones de referencia
completos. Con ClNa 150 mM se detectaban mal les
anticuerpos anti-C y anti-BB', vy con ClNa 400 mM no se
visualizaban los anticuerpos anti-70 Kd (RNP) vy era
dificil identificar sueros anti-Scl 70.
4.~ Anticuerpos detectados con el extracto de
placenta humana.

Los patrones reconocldos por los sueros de referencia
positivos fueron idénticos en las cinco extracciones de
placenta (Fig 4). El cdlculo de 1los pesos moleculares se
resume en las tablas 5 y 5b. Los suercs de referencia
anti-Ro reaccionaban con polipéptidos de 60 K4 y/o0 524 Kd
vy los suerogs anti-La con otros dos de 45 y 37 K4,
manteniéndose constante dichoc patrén. Ninguno de los 55
sueros utilizados como control negativo reaccionaba con
dichos polipéptidos. Las mejores imaAgenes se obtenian
cuando se utilizaba antigeno extraido con C1lNa 300 mM.

5.- Estudio de los sueros mediante
immunoblotting y lectura de los resultados.

En base a 1los datos del apartado anterior todos los
estudios se realizaron bajo las siguientes condiciones:

-timo de conejo extraido con Tris-ClH 50 mM/ClNa

350 mM.
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-placenta humana extraida con Tris-ClH 50
mM/C1lNa 300 mM.

-electroforesis en geles con una relacién de
acrilamida~ bisacrilamida correspondiente a
un T:15% o 18% La cantidad de extracto en
cada gel era aproximadamente de 800 ug.

-sueros diluidos 1:5 y lavados del papel con
Tween-20.

La coincidencia de los observadores fue superior al
90% en la primera lectura y del 100% en la segunda. No
existieron problemas de coloracién inespecifica. Un 6%
(12/208) de los papeles de nitrocelulosa incubados fueron
rechazados por mala definicidn o ausencia de alguna de las
reacciones en los sueros de referencla positivos. Los
pocCos sueros cuya interpretacién era dudosa fueron
verificados en geles con una relacién acrilamida-
bisacrilamida correspondiente a un T:12%. La especificidad
fue confirmada utilizando anticuerpos eluides del papel de

nitrocelulosa y ELISA.

2.- Resultados del immunoblotting con el extracto de
timo.
Se estudiaron 998 sueros de 537 pacientes (tabla 6).
En 34 (6,3%) paclentes se detectaron anticuerpos anti-la,
en 12 (2,2%) anticuerpos anti-Scl 70 y en 2 (0,3%)
anticuerpos anti-Jo 1. Los mds frecuentes fueron los
anticuerpos anti-A (8%), anti-BB' (7,8%) y anti-70 Kd

(7,4%). En 36 pacientes (6,7%) existian anticuerpos anti-C
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y en 21 (3,9%) anticuerpos anti-D. La mayoria de las
reacclones especificas no identificadas se debian a
anticuerpos contra polipéptidos de 58 KA y 44 Kd. Se
detectaron anticuerpos anti-58 Kd en 72 pacientes (13, 4%)
y anti-44 Kd en 91 (16,9%), siendo estos ultimos los mas
frecuentes en todo el estudio.

Las tablas 7 y 8 muestran la distribucidn de los
diagnésticos para cada uno de los anticuerpos. Los mas
frecuentes en el grupo de pacientes con anticuerpos anti-
La fueron el lupus eritematoso sistémico (41%), el
sindrome de Sjsdgren primarioc (23%) Yy la artritis
reumatoide (17,6%). Los anticuerpos anti-Scl 70 se
detectaron en 10 pacientes con esclercdermia (83%) y en 2
con enfermedad de Raynaud primaria. Los 2 pacientes con
anticuerpocs anti-Jo 1 presentaban polimiositis. Los
anticuerpos anti-RNP aparecieron preferentemente en
individuos con lupus eritematoso sistémico o con
enfermedad mixta del tejido conectivo. El1 62% de los
portadores de anticuerpos anti-70 Kd estaba diagnosticado
de 1lupus eritematoso sistémico y solo el 35% tenia
enfermedad mixta del tejido conectivo. La distribucidn era
similar en el caso de los anticuerpcs anti-A y el lupus
eritematoso sistémico era algo mas frecuente en los
pacientes con anticuerpos anti-C (75%). Los anticuerpos
anti-BB' y anti-D aparecieron mayoritariamente en el lupus
eritematoso sistémico. Los casos de enfermedad mixta con
anticuerpos anti-BB' o anti-D correspondian a pacientes

gque habian desarrollado lupus eritematoso sistémico. Los
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anticuerpos anti-D eran practicamente especificos de dicha
enfermedad puesto gque la paciente dilagnosticada de
conectivopatia no definida con anticuerpos anti-BB' y
anti-D presentaba artritis no erosiva, AAN y anticuerpos
anti-ADN nativo elevados (3 criterios de lupus eritematoso
gistémico}. El analisis de las diferentes combinaciones de
anticuerpos dirigidos contra los polipéptidos 70 K3, A, C,
BB' y D mostré una distribucién similar de los
diagnébgticos (tabla 9 y 10). Los anticuerpos anti-RNP sin
anti-Sm se detectaron en un nimero similar de lupus
eritematoso sistémico (46%) y enfermedad mixta del tejido
conectivo (43%), y los anticuerpos anti-Sm sin anti-RNP
correspondian en un 82% de casos a lupus eritematoso
sistémico. En 2 pacientes con artritis reumatoide existian
inicamente anticuerpos anti-BB'. Ambos sueros fueron
confirmados mediante ELISA. La asoclacidédn de anticuerpos
anti-RNP y anti-Sm era exclusiva de 1lupus eritematoso
sistémico, incluyendo 3 pacientes que en su inicio
cumplian criterios de enfermedad mixta del tejido
conectivo.

Los anticuerpos anti-58 Kd y anti-44 Kd aparecieron
en diferenfes enfermedades (tabla 11). Los diagnésticos
mas frecuentes fueron el lupus eritematoso sistémico (36 vy

38%) y la artritis reumatoide (33 y 31%).

3.- Resultados del immunoblotting con extracto de
placenta.

Se estudiaron 1709 sueros de 855 pacientes (tabla
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12). En 48 (5,6%) se detectaron anticuerpos anti-La, en 55
(6,4%) anticuerpos anti-Ro 52 Ka vy en 75 (8,7%)
anticuerpos anti-Ro 60 Kd. Un 3,9% de 1los pacientes
presentaba anticuerpos contra ambos polipéptidos. En 103
pacientes (12%) se detectaron anticuerpos dirigidos contra
una proteina de 48 Kd no identificada previamente.

La tabla 13 muestra la distribucién de los
diagnésticos para cada uno de los anticuerpos. Los méas
frecuentes en el grupo de paclentes con anticuerpos anti-
La fueron el lupus eritematoso sistémico (43%), el
sindrome Sjdgren primario (18%) vy la artritis reumatoide
(18%). Esta misma distribucién se observdé en el caso de
los anticuerpos anti-Ro 52 Kd, que se detectaron en el 58%
de los pacientes con lupus eritematoso sistémico y en el
16% de individuos con sindrome de Sjdogren primario o
artritis reumatoide. Los anticuerpos anti-Ro 60Kd
aparecieron preferentemente en el lupus eritematoso
sistémico (53%) y en la artritis reumatoide (34%) rara vez
en el sindrome de Sjdgren primario (1,3%).

El an&lisis de losg anticuerpos anti-Ro 52 Kd y anti-
Ro 60 Kd asociados y de cada uno de ellos separadamente
mostrd algunas diferencias (Tabla 14). La asociacidédn de
ambos anticuerpos aparecid casi siempre en el lupus
eritematoso sistémico (79%) o en la artritis reumatoide
(17%), pocas veces en el sindrome de Sjogren primario
(2,9%). E1 primer diégnéstico en el grupo de pacientes con
anticuerpos anti-Ro 52 Kd sin anti-Ro 60 K4 fue el

sindrome de $Sjdgren primario (38%), seguido del lupus
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eritematoso sistémico (23%) vy la artritis reumatoide
(14%). En el caso de los anticuerpos anti-Ro 60 K4 sin
anti-Ro 52 K4 los diagnésticos mas frecuentes fueron la
artritis reumatoide (48%) y el lupus eritematoso sistémico
(31%) y no aparecieron en el sindrome de Sjdgren primario.
Todos los nifios con lupus neonatal presentaron anticuerpos
anti-Ro 52 Kd. Los anticuerpos anti-Ro de pacientes con
lupus eritematoso cuténeo reconocian el Ro 60 Kd.

La distribucidén de 1los anticuerpos anti-Ro y anti-La
asoclados era similar (tabla 15). Un 89% de los pacientes
con anticuerpos anti-Ro 52 Kd, anti-Ro 60 Kd y anti-La
presentaba lupus eritematoso sistémico. El1 principal
diagnéstico en caso de coincidencia de anticuerpos anti-Ro
60 Kd& vy anti-La era la artritis reumatcide (50%) y en
pacientes con anticuerpos anti-Ro 52 Kd y anti-La era el
sindrome de Sjégren primario. Los anticuerpos dirigidos
contra la proteina de 48 KA eran exclusivos de la artritis

reumatcide.

4.- Comparacidon de los resultados obtenidos mediante
immunoblotting vy contrainmunoelectroforesis con
extracto de timo.

En 367 sueros se determiné la presencia de
anticuerpos anti-ENA medlante contrainmunocelectroforesis 6
inmunodifusién (tabla 16). E1 immunoblotting identificd un
mayor numero de sueros con anticuerpos anti-La, anti-RNP y
anti-Sm. Mas de un 50% de dichos suerocs identificados

mediante immunoblotting como anti-RNP o anti-Sm
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presentaban contrainmunoelectroforesis negativa. De estos,
30 fueron estudiados mediante ELISA y se confirmé 1la
existencia de los anticuerpos en 27 (90%).

Los suaros definidos - mediante
contrainmuncelectroforesis como anti-RNP sin anti-Sm
presentaron una frecuencia similar de anticuerpos anti-70
Kd, anti-A y anti-C, pero también reconocian BB' (23%) y D
(5,8%). Los anticuerpos anti-70 Kd, anti-A ¥y anti-C
aparecieron en muchos suercos definidos como anti-Sm sin
anti-RNP por la contrainmunoelectroforesis (tabla 17).
Todos los sueros con anticuerpos anti-Sm en
contrainmuncelectroforesis, con o sin anticuerpos anti-

RNFP, reconocieron el péptido D en immuncblotting.

5.-Comparacién de los resultados obtenidos mediante
immunoblotting y contrainmunoelectroforesis con
extracto de placenta.

Los resuitados obtenidos en 480 sueros se resumen en
la tabla 18. E1 immunoblotting detectd todos los sueros
anti-La y la contrainmuncelectrcforesis solo el 58%. De
los 153 sueros con anticuerpos anti-Ro, tcdos ellos
verificados mediante ELISA, la contrainmunoelectroforesis
detectd el 80% y el immunoblotting el 75%. En 30 (19,6%)
la contrainmuncelectroforesis fue negativa Y el
immunoblotting positivo, en otros 37 (24%) ocurridé 1lo
contrario. Ambas técnicas coincidieron solo en el 56% de
los casos.

Los sueros definidos como anti-Ro mediante
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contrainmuncelectroforesis reconocieron el Ro 52 K4 (45%),
el Ro 60 Kd4d (28%) o ambos (27%). La distribucidn fue
diferente en los 30 sueros con anticuerpos anti-Ro en
immuncblotting y contrainmunocelectroforesis negativa. En
22 (73%) reaccionaron con el Ro 60 Kd, en 4 (13%) con el
Ro 52 Kd y en otros 4 (13%) con ambos (tabla 19).
6.~Anticuerpos anti-ENA en el lupus eritematoso
sistémico y en variantes lapicas.

En los 127 pacientes con lupus eritematoso sistémico
el immunoblotting mostrd la presencia de anticuerpos anti-
ENA en 92 casos (72,5%), aunque en 14 de los negativos
solo se habia estudiade un suero. Los anticuerpos
identificados fueron los sigulentes:

--anticuerpos anti~-RNP en 42 (33%): anti-70 Kd en 25

(19,6%), anti-A en 28 (22%) y anti-C en 27 (21,2%).

Se detectaron anticuerpos anti-RNP sin anti-Sm en 14

pacientes (11%) y con anti-Sm en otros 28 (22%).

--anticuerpos anti-Sm en 42 (33%): anti-BB' en 36

(28,3%) y anti-D en 19 (14,89%). Se detectaron

anticuerpos anti-Sm sin anti-RNP en 14 casos (11%).

--anticuerpos anti-La en 21 (16,5%), anti-58 Kd en 29

(22,8%) y anti-44 K4 en 36 (28,3%).

--anticuerpos anti-Ro en 45 (35,4%): anti-Ro 52 Kd en

32 (25,1%) vy anti-Ro 60 K4 en 40 (31,4%). Se

detectaron anticuerpos anti-Ro 52 K4 sin anti-Ro 60

Kd en 5 (3,9%), anticuerpos anti-Ro 60 Kd sin anti-Ro

52 Kd en 13 (10,2%) y ambos en 27 (21,2%). La

coincidencia de los anticuerpos anti-Ro y anti-La se
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observd preferentemente con los anticuerpos anti-Ro

52 Kd y anti-Ro 60 Kd asociados (17 casos, 13,3%).

El protocolo clinico fue completado en 107 pacientes
con lupus eritematoso sistémico. La edad media era 39 afios
(12-76 afios) y 94 (87,8%) eran mujeres. El tiempo medio de
evolucién era 9 afios (0,5-29 afios). Los principales
hallazgos se resumen en las tablas 20 y 21. En 106
pacientes (99%) se detectaron AAN mediante
inmunofluorescencia indirecta sobre cortes congelados de
higado y rifién de rata y/o células HEp-~2. El patrédn fue
homogéneo en 71 (66,5%), moteado en 15 (14%) y mixto en 22
(20,5%). En 86 casos (80,3%) se detectaron mediante
radiocinmunoensayoc niveles elevados de anticuerpos anti-ADN
nativo (superiores a 20 u/ml) en algin momento de la
evolucién., La disminucién de las fracciones C3 y C4 del
complemento se observé en un 65,4% y en un 84,1%
respectivamente. En 34 (31,7%) se detectd factor
reumatoide superior a 40 u/ml (nefelometria). En 31
pacientes con nefropatia se realizé biopsia renal. Los
diagnésticos fueron: glomerulonefritis membrano-
proliferativa difusa en 18 (58%), glomerulonefritis
membranosa en 6 (19,3%) y glomerulonefritis segmentaria vy
focal o mesangial en 7 (22,5%).

Las correlaciones clinicas de 1los anticuerpos anti-
ENA definidos mediante immunoblotting fueron las

sliguientes:
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l.- Anticuerpos anti-RNP (anti-70 Kd y/o anti-A y/o

anti-C).

Los anticuerpos anti-RNP se asociaron
significativamente con una mayor incidencia de artritis,
n&dulos subcuténeocs, edema en manos, fendmeno de Raynaud e
hipergammaglobulinemia. Estos pacientes tenian con menor
frecuencia proteinuria e insuficiencia renal (tabla 22).
Presentaron niveles significativamente mayores de
anticuerpos anti-ADN nativo (192,2 vs 99,5; t=1,69;
F=2,75; p<0.005). En particular los anticuerpos anti-70 Kd
asociaban una mayor incidencia de linfopenia (OR=3,3) vy
esclerodactilia (OR=21,5), los anticuerpos anti-A un
aumento de esclerodactilia (OR=16) vy leucopenia (OR=3,63),
y los anticuerpos anti-C una mayor frecuencia de nédulos
subcuténeos {OR=4). Los valores méas elevados de
anticuerpos anti-ADN nativo aparecieron en los pacientes
con anticuerpos anti-C (272,5 wvs 87,6; t=2,19; F=4,678;
p<0.005). Los tres subgrupos de anticuerpos se asociaron
con la presencia de anticuerpos anti-BB' y anti-D,
especialmente los anticuerpos anti-C (OR=14 y 6,1
respectivamente).

2.-Anticuerpos anti-Sm (anti-BB' y/o0 anti-D).

Los pacientes con anticuerpos anti-BB' tuvieron con
mayor frecuencia vasculitig, fendmeno de Raynaud vy
anticuerpos anti-RNP (tabla 23). Los pacientes con
anticuerpos anti-BB' presentaban més vasculitis (OR=3,7},
fendmeno de Raynaud (OR=2,6) y trombosis arteriales o

venosas (OR=6,7). Tenian mayores niveles de anticuerpos
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anti-ADN nativo (214,8 vs 91,7; t=1,84; F=3,46; p<0,005) vy
cifras menores de C4 (8,25 wvs 10,22; t=2,4; F=2,58;
p<0,005). Sorprendentemente la presencia de anticuerpos
anti-BB' no se asoclaba con los anticuerpos anti-Sm
definidos mediante contrainmunoelectroforesis, pero
existia asociacibédn con los anticuerpos anti-70 Kd
(OR=5,7), anti-A (CR=4,2), anti-C (OR=14) vy anti-D
(OR=19,4). El subgrupo de lupus eritematoso sistémico con
anticuerpos anti-BB' presentd un aumento significativo de
anticuerpos anti-Ro 52Kd y 60Kd (41,9% vs 13,1%; chi=9,1;
OR=4,7; p<0,005).

Los anticuerpcs anti-D se asociaron con una mayor
frecuencia de artritis (OR=5,4), edema en manos (OR=4,9) vy
fenémeno de Raynaud (QOR=3,6). En estos paclentes se
observd una mayor incidencia de anticuerpos dirigidos
contra el resto de 1los polipéptidos RNP/Sm y contra el

antigeno Ro (OR=4,2).

3.-Anticuerpos anti-La.

Los anticuerpos anti-La se asociaron con un aumento
significativo de fotosensibilidad y factor reumatoide
positivo (tabla 24). Estos pacientes presentaron titulos
altos de fator reumatoide (147,1 vs 61,2; t=2,33; p<0,05)
y niveles bajos de anticuerpos anti-ADN nativo (34,6 vs

141,7; t=3,74; F=106,46; p<0,005).
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4.-Anticuerpos anti-Ro.

Los pacientes con anticuerpos anti-Ro definidos
mediante immunoblotting presentaron con mayor frecuencia
anticuerpos anti-D (OR=4,2), anticuerpos anti-La (OR=61) y
factor reumatoide (OR=6,5) con niveles elevados (129,22 vs
47,4; t=2,81; p<0,01). Los anticuerpos anti-Ro 52Kd se
asociaron con fotosensibilidad (OR=3,8). Los pacientes con
anticuerpos anti-Ro y anti-La desarrollaron con menor
frecuencia nefropatia (10%) que los pacientes con
anticuerpos anti-Ro sin anticuerpos anti-La (50%)
(chi=4,9; OR=2,9; p<0,005). Los anticuerpos anti-Ro
definidos mediante contrainmunoelectroforesis se asociaron
con fotosensibilidad y presentaban una baja incidencia de
vasculitis, afeccidn neurolégica y proteinuria (tabla 25).

El 26% de los 15 pacientes diagnosticados de lupus
eritematoso crénico discolde presentd anticuerpos anti-
ENA. En 3 casos (20%) fueron anticuerpos anti-44Kd y solo
en uno (6%) anticuerpos anti-Ro 52K4 y anti-La. Dos de los
cinco pacientes con lupus eritematoso cuténeo subagudo
presentaron anticuerpos anti-La, otro anticuerpos anti-Ro
60Kd y anti-La y otro anticuerpos anti-Ro 60Kd. Los cinco
tenian anticuerpos anti-Ro nativo detectados mediante
contrainmuncelectroforesis Y ELISA. Ninguno cumplia
criterios de lupus eritematoso sistémico, aunque un
paciente tuvo trombopenia Y otro leucopenia. Tres
presentaban lesiones eritematosas anulares, otro lesiones
pscriasiformes y el quinto ambas simulténeamente.

En dos recién nacidos con lupus neonatal se
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detectaron anticuerpos anti-Ro 52Kd y anti-La. En el
tercero, con anticuerpos anti-Ro demostrados mediante
contrainmunocelectroforesis y ELISA, el immunoblotting fue
negativoe. Los mismos anticuerpos fueron detectados en
suercs de sus madres, dos portadoras de lupus eritematoso
sistémico y otra sana. Dos de los nifos tenian
exclusivamente lesiones cuténeas eritematosas y el tercerc
requirid marcapasos por blogueo auriculoventricular
completo. En 8 nifios de més de 2 afos de edad con blogueos
cardiacos congénitos solo se detectaron anticuerpos anti-
44Kd y anti-58Kd en uno y anticuerpos anti-44Kd en otro.

7.~ Anticuerpos anti-ENA en la esclerodermia y

fentmeno de Raynaud primario.

El immunoblotting demostrd anticuerpos anti-ENA en el
suero de 19 de 1los 28 pacilentes estudiados (68%). Se
detectaron:

--Anticuerpos anti-Scl 70 en 10 (35,7%).

--Anticuerpos anti-RNP en 6 (21,4%): anti-70Kd en 6, anti-
A en 6 y anti-C en 2. Cinco cumplian criterios de
enfermedad mixta del tejido conectivo al inicio de su
enfermedad.

--Anticuerpos anti-BB' en uno de 1los pacientes con
enfermedad mixta del tejido conectivo y anticuerpos anti-
RNP.

--Anticuerpos anti-La en 1 (3,5%), anti-58Kd en 3 (10,7%)
y anti-44Kd en 7 (25%).

--Anticuerpos anti-Ro en 2 (7,1%): anti-Ro 52Kd y anti-Ro

60Kd respectivamente.
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En 23 pacientes, todas mujeres, pudo completarse el
protocolo clinico. Los principales hallazgos se resumen en
la tabla 26. La edad media era de 53 aflos y el tiempo
medio de evolucidén de 12 afios. En 16 (69,5%) se
detectaron AAN con patrén moteado (8 casos), mixto (4
casos), homogéneo (3 casos) o nucleolar (3 casos). Solo en
un paciente se identificaron anticuerpos anticentrémero.
Los niveles de C3, C4 y anticuerpcs anti-ADN nativo fuercon
normales y 5 pacientes presentaron factor reumatoide
debilmente positivo.

Los anticuerpos anti-Scl 70 definidos mediante
immunoblotting o contrainmunoelectroforesis se asociaron
con esclerosis cutédnea difusa, enfermedad intersticial
pulmonar y AAN positivo (tabla 27). Los 6 pacientes con
anticuerpos anti-RNP presentaron con frecuencia artritis
(66% vs 41%; OR=2,8; p<0,025) vy una baja incidencia de
nefropatia (l16% vs 76%; OR=0,6; p<0,005).

En 9 de los 23 pacientes con fenSmeno de Raynaud
primario se encontraron anticuerpos anti-ENA: anticuerpos
anti-Scl 70 en 2 (8,6%), anticuerpos anti-44Kd en 6 (26%)
(uno de ellos con anticuerpos anti-58Kd) y anticuerpos
anti-Ro 60Kd en el noveno. Uno de 1los pacientes con
antlcuerpos anti-Scl 70 presentaba artralgias,
telangiectasias, livedo reticularis y AAN con patrén
homogéneo anular. En ninguno de los dos existia esclerosis

cutdnea.
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8.- Anticuerpos anti-ENA en pacientes con

polimiogitis.

Se detectaron anticuerpos anti-Jo 1l en 2 de 1los 9
pacientes diagnosticados de polimiositis (22%), uno de
ellos con anticuerpos anti-44Kd. Uno de los pacientes
presentaba sindrome de Sjtgren asociado y anticuerpos
anti-Ro 60Kd y anti-La. Los 8 pacientes en los que se
completd® el protocolo clinico presentaron elevacidédn de
enzimas musculares y hepaticos en suero, patrén miopético
en el electromiograma y biopsia compatible con miositis.
Siete referian debilidad muscular, uno con mlialgilas
intensas. Dos tenian heliétropo y pépulas de Gottron
tipicas, 3 esclerodactilia, 3 fendmenc de Raynaud y 3
artritis. En 3 casos se objetivd enfermedad intersticial
pulmonar Y dos de ellos, ambos con rasgos

esclerodermiformes, tenian anticuerpos anti-Jo 1.

9.-Anticuerpos anti-ENA en la enfermedad mixta del

tejido conectivo.

En este grupo se incluyeron 16 pacientes que cumplian
los criterios de diagndstico propuestos por Kasukawa y col
(55). En 5 pacientes se observd evolucién a esclerodermia,
4 desarrollaron lupus eritematoso sistémico (dos de ellos
tenian rasgos esclerodermiformes prominentes) y en otro
caso el proceso predominante al final del estudio era 1la
polimiositis. Todos presentaron anticuerpos anti-ENA:
--Anticuerpos anti~-RNP en todos 1los casos: anti-70Kd vy

anti-A en 14 (87,5%) y anti-C en 7 (43,7%).
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--Anticuerpos anti-Sm en 3 (18,7%): anti-BB' en 3 y anti-D
en uno. Los 3 pacilentes con anticuerpos anti-BB'
desarrollaron lupus eritematoso sistémico (2 casos) o
esclerodermia ¥ el pacilente con anticuerpos anti-D
evoluciond a lupus eritematoso sistémico.

--Anticuerpos anti-La en un paciente que desarrolld
esclerodermia y anticuerpos anti-Ro 52Kd, anti-Ro 60K4d y
anti-La en otro con evolucién a lupus eritematoso
sistémico.

--Anticuerpos anti-58Kd en 6 (37,5%) y anti-44Kd en 3
(18,7%).

Los hallazgos clinicos en estos pacientes se resumen en

las tablas 28 y 29.

10.-Anticuerpos anti-ENA en el sindrome de Sjdgren
primario.

El immunoblotting fue positivo en 13 de 1los 21
pacientes con sindrome de Sjdgren primario (62%). Se
identificaron anticuerpos anti-La en 9 (42,8%),
anticuerpos anti-58Kd en 5 (23,8%) y anticuerpos anti-44Kd
en 1 (4,7%). En 9 (42,8%) aparecieron anticuerpos anti-Ro,
todos dirigidos contra Ro 52Kd. Un paclente presentd
ademas anticuerpos anti-Ro 60Kd Y anti-La. La
contrainmunoelectroforesis demostrd anticuerpos anti-Ro en
12 (57,1%). Los hallazgos clinicos se resumen en la tabla
30. Los anticuerpos anti~-Ro eran més frecuentes en
presencia de afeccién neurolégica (OR=10) vy factor

reumatoide (OR=4),
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En 78 pacientes existia un sindrome de Sjdgren
secundario. Las enfermedades asocladas eran artritis
reumatoide en 63 (80,7%), lupus eritematoso sistémico en
6, esclerodermia en 6, polimiositis en 2 vy lupus
eritematoso cuténeo subagudo en uno. El1 immunoblotting
detectd anticuerpos anti-Rc en 15 casos (19,2%), dirigidos
contra Ro 52Kd en 7 (8,9%) y contra Ro 60Kd en 11 (14%).
No se detectaron anticuerpos anti-ENA en 11 pacientes con

xeroftalmia aislada por gqueratoconjuntivitis sicca.

l1l.-Anticuerpos anti-ENA en la artritis reumatecide.

En los 154 pacientes con artritis reumatoide
estudiados mediante immunoblotting con extracto de timo se
detectaron los siguientes anticuerpos anti-ENA:
--Anticuerpos anti-RNP en 2 (1,2%), ambos anti-C.
--Anticuerpos anti-Sm en 2 (1,2%), ambos anti-BB'.
--Anticuerpos anti-La en 6 (3,8%), anticuerpos anti-58Kd
en 24 (15,5%) y anticuerpos anti-44Kd en 29 (18,8%).

En 115 casos (74,6%) no se detectd ninguno de los
anticuerpos,

En los 325 pacientes con artritis reumatoide

estudiados mediante immunoblotting con extracto de
placenta se identificaron:
-=Anticuerpos anti-Ro en 29 (8,9%): anti-Ro 52Kd en 9
(2,7%) Yy anti-Ro 60Kd en 26 (B%). Se detectaron
anticuerpos anti-Ro 52Kd sin anti-Ro 60Kd en 3 (0,9%),
anticuerpos anti-Ro 60Kd sin anti-Ro 52Kd en 20 (6,1%) vy
ambos en 6 (1,8%).
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--Anticuerpos anti-La en 9 (2,7%), sin diferencias en
cuanto a la presencia de anti-Ro.
--Anticuerpos anti-48Kd de placenta en 103 pacientes
(31,6%).
En 202 casos (62%) no se detectd ningin anticuerpo anti-
ENA con este extracto.

El protocolo clinico fue completado en 275 pacientes,
209 (76%) de sexo femenino. La edad media era de 57 arfios
(22-84 afios) y el tiempo medio de  evolucién 8,7 afios
(0,25-39 afios). Los principales hallazgos se resumen en la
tabla él. Los anticuerpos anti-Ro se asoclaron
significativamente con una mayor incidencia de sindrome de
Sjoégren (45% vs 20%; chi=6,8; OR=3,1; p<0,01l) y niveles
altos de factor reumatoide (301,3 vs 102,3; F=27;
p<0,005). No se encontrdé correlacidén entre anticuerpos

anti-Ro y anticuerpos anti-48Kd de placenta.

12.-Anticuerpos anti-ENA en otras enfermedades.

En 18 pacientes el diagnéstico fue conectivopatia no
definida. Se detectaron anticuerpos anti-BB' y anti-D en
un paciente, anticuerpos anti-58Kd en 4 (22%), anticuerpos
anti-44Kd en uno y anticuerpos anti-La en otro. En 3 casos
(16%) se encontraron anticuerpos anti-Ro, en 2 anti-Ro
60KdA y en unoc anti-Ro 52 Kd. Once no presentaron ninguan
anticuerpo anti-ENA. Los hallazgos clinicos se resumen en
la tabla 32. En todos se detectaron anticuerpos,
generalmente AAN o factor reumatoide., El1 paciente con

anticuerpos anti-Ro 52Kd referia artralgias y Ulceras
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orales, y el paciente c¢con anticuerpos anti-Ro 60Kd
presentaba pancitopenia persistente no relacionada con
farmacos, neoplasias o infecciones. El1 tercer paciente, en

el que se objetivaron anticuerpos anti-Ro 60Kd, anti-La,

anti-BB' vy anti-D, cumplia tres criterios de lupus
eritematoso sistémico (artritis no erosiva, AAN vy
anticuerpos anti-ADN nativo elevados). En un paciente

diagnosticado de artritis psoriésica se demostré la
existencia de anticuerpos anti-Ro mediante
contrainmuncelectroforesis Y ELISA. Los anticuerpos
reconocian el antigeno Ro 60Kd en immunoblotting. En tres
pacientes, 1 granulomatosis de Wegener, 1 condrocalcinosis
vy 1 glomerulonefritis idiopéatica, se detectaron
anticuerpos anti-58Kd4d. Ctros tres pacientes tenian
anticuerpos anti-44Kd y presentaban poliarteritis nodosa,
vasculitis aislada del sistema nervioso central vy
tiroiditis autoinmune respectivamente. No se detectaron
anticuerpos anti-ENA en pacientes diagnosticados de
sindrome de Reiter, espondilitis anquilosante o}
polimialgia reumdtica, ni en el resto de enfermedades

incluidas en las tablas 2 y 3.
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DISCUSION

Las células de los mamiferos contienen un gran numero
de moléculas de ARN. Las principales son el ARN
ribosdmico, el ARN de transferencia (t-RNA), el ARN
mensajero, el ARN heteronuclear (hnRNA) y los diferentes
ARN de pequefio tamafio llamados "small RNAs" (sRNAs). Estos
ultimos pueden localizarse en el nacleo (snRNAs) o en el
citoplasma (scRNAs) (60). En todos los casos estudiados
estos ARN aparecen unidos por enlaces no covalentes a
diferentes proteinas, formando complejos
ribonucleoproteicos nucleares (snRNPs) o citoplasmaticos
(scRNPs). En general son particulas muy conservadas y poco
inmundégenas aungue, paradojicamente, algunas son
reconocidas por anticuerpos séricos de pacientes con lupus
eritematoso sistémico u otras conectiveopatias (3). Estas
proteinas suelen extraerse de los tejidos con soluciones
salinas de baja fuerza ibénica por lo gque inicialmente se
denominaron ENA (extractable nuclear antigen). Algunos
ENA, como el antigeno Sdl-?O, no estén asociados a ARN.

Los anticuerpos capaces de reaccionar con ENA se
conocen desde los trabajos de Anderson (61) y Holman (62).
Se observd que sueros de pacientes con enfermedades
reumaticas sistémicas formaban lineas de precipitacién al
enfrentarse en inmunodifusidén con extractos salinos de
tejidos humanos. En 1966, Tan y Kunkel (18) demostraron la
existencia de anticuerpos en suercs de pacientes con lupus
eritematoso sistémico dirigidos contra un extracto de timo

y los llamarcon anticuerpcs anti-Sm (Smith). En 1971
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Mattioli vy Reichlin (19) detectaron anticuerpos que
reaccionaban con un  antigeno sensible a ribonucleasa vy
tripsina, al que llamaron Mo. Simultaneamente Sharp y col
(1) definieron la enfermedad mixta del tejido conectivo en
base a 1la deteccién de anticuerpos gque reaccionaban con
una ribonucleoproteina o anticuerpos anti-RNP. El1 antigeno
Mo vy el antigeno RNP eran idénticos (63). Mediante pruebas
enzimdticas se diferenciaron dos antigenos, uno resistente
a ribonucleasa y tripsina (Sm) y otro sensible a dichas
enzimas (RNP) (1,63,64). Desde los primeros estudios se
sugirid gque los anticuerpos antli-Sm y anti-RNP estaban
relacionados, dado gque ' ton frecuencia aparecian en los
mismos sueros .(19,20,64).

Lerner y Steitz (3) utilizaron la capacidad de unién
a anticuerpos de la proteina A estafilocdcica para
purificar complejos formados al enfrentar sueros de
paciente con lupus eritematoso sistémico y extractos de
células HelLa marcados con P32. Demostraron que los
anticuerpos anti-RNP y anti-Sm precipitaban selectivamente
particulas snRNP formadas por ARN rico en uridina (U-RNAs)
y proteinas nucleares no histonas muy conservadas en las
que residia la antigenicidad. Posteriormente se ha
confirmado que 1los anticuerpos anti-RNP precipitan 1la
particula Ul-snRNP (65,66) ¢, en algunos casos, las
particulas Ul y U2-snRNPs (67). En immunoblotting 1los
anticuerpos anti-RNP reaccionan c¢on un polipéptido de la
matriz nuclear de peso molecular 70Kd (6 68Kd) y con otros

dos polipéptidos asociados a Ul-RNA cuyos pesos
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moleculares son 33Kd4d (A) y 22KA4 (C) (3,13,21,68,69). Los
anticuerpos anti-Sm precipitan cinco ARN (Ul, U2, U4, U5 vy
U6) vy en immunoblotting reaccionan con los polipéptidos
BB' (28-29Kd) y D (14Kd) (3,4,68-70). Si se eluyen
anticuerpos anti-70kd, anti-A y anti-C separadamente,
todos precipitan de forma exclusiva Ul-snRNP y si se
eluyen anticuerpos anti-BB' precipitan Ul-6RNPs ¥
reaccionan cruzadamente con el péptido D (77). El hecho
de que los anticuerpos anti-Sm precipiten pegueiias
cantidades de Ul-RNP sugiere la asociacién molecular de
los antigenos Sm y RNP. Los anticuerpos anti-Sm pueden
reconocer dos fracciones diferentes del antigeno, una
libre y otra unida a RNP (68,72,73). Es posible que la
mayoria de los sueros con reactividad anti-RNP posean
titulos bajos de anticuerpos anti-Sm (13), aunque pueden
identificarse sueros monoespecificos anti-RNF (72).

En 1968 Clark y col (22) comunicaron la existencia de
anticuerpos dirigideos contra un antigeno citoplasmatice de
bazo humano al gque denominaron Ro. El antigeno fue
definido como resistente a ribonucleasa y tripsina. Poco
después Mattioli y Reichlin (23) encontrarcon que algunos
sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico
precipitaban al enfrentarse con extractos de timo y de
bazo. El antigeno implicado, llamado La, era soluble y muy
susceptible a la degradacidén proteolitica. Se obtenia de
la fraccién citoplasmética. Simultaneamente Alspaugh y col
{24,25) comunicaron gque sueros de pacientes con sindrome

de Sjogren reaccicnaban en inmunodifusién con antigenos
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presentes en extractos salinos de células WiL-2. Estos
anticuerpos, denominados anti-SSA y anti-SSB, producian un
patrén de inmunofluorescencia nuclear sobre células WiL-2
o] células de bazo humano. La susceptibilidad al
tratamiento enzimdtico era diferente. El antigeno S5-B era
sensible a tripsina y el antigeno S5-A era resistente.
Las diferencias dependian de los tejidos utilizados en 1la
extraccién. Inicialmente se considerd que el antigeno Ro
era ciplasmatico pues los anticuerpos anti-Ro producian un
patrén de inmunofluorescencia citoplasmitico sobre cortes
congelados de bazo humano (74,75). Sobre células WilL-2 u
otras células el patrédn era nuclear (25,76,77).

La precipitacién obtenida al enfrentar anticuerpos
anti-Ro y anti-La con extractos celulares ha permitido
demostrar gque los antigenos estdn asoclados a  ARN
(4,28,29), es decir, son ribonuclecproteinas. La
reactividad de 1los anticuerpos depende de 1la fraccibén
proteica. Los anticuerpos anti-lLa precipitan snRNAs de
origen humano vy viral (4,78-86). En immunoblotting
reconocen varios polipéptidos, dependiendo del grado de
degradacién del extracto. En general se acepta que el
antigeno La tiene un peso molecular entre 45 y 50 Kd (87)
con varios productos de degradacién. Algunos anticuerpos
anti-La reconocen epitopes conformacionales (88). Los
anticuerpos anti-Ro precipitan varios ARN citoplasmaticos
humanos (hYRNA) (28,29,78,79,89,90). Reaccionan
preferentemente con antigeno Ro humano, un antigeno que

estd poco conservado (91). En un principio se considerd
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que correspondia en i1mmunoblotting a un polipéptido de
AhOKdA (29,30,34,35,92,93), ahora se sabe que existen al
menos cuatro isoformas del antigeno Ro desnaturalizado
reconocidas por los anticuerpos anti-Ro humanos. Rader vy
col (32) encontraron gque el antigeno Ro de linfocitos era
diferente al de 1los hematies. En el primer caso los
anticuerpos anti-Ro reaccionaban con proteinas de 52 y
60Kd, en el segundo con proteinas de 54 y 60Kd (94). Los
anticuerpos anti~Ro60Kd de linfocitos y hematies tienden a
aparecer juntos y reaccionan c¢ruzadamente entre si. Lo
mismo ocurre con los anticuerpos anti-Ro 52 y 54Kd (95).
El antigeno Ro de los hematies humanos comparte
identidades con el antigeno RO bovino, pero sus
propiedades moleculares son diferentes (96). Ben-Chetrit y
col (33) demostraron que los anticuerpos anti-Ro
reaccionan con dos polipéptidos, de peso molecular 52 vy
60Kd, antigénica y estructuralmente diferentes. Ambos se
unen de forma no covalente a snRNAs y hY1-h¥Y5, pero no
existe reaccidn cruzada entre ellos y el patrén de
degradaciédn enzimadtica es diferente (33,97). Los
anticuerpos anti-Ro60Kd reaccionan de forma predominante
contra la proteina Ro 60Kd nativa y los anticuerpos anti-
Ro52Kd reconocen unicamente epitopes desnaturalizados
(98,99), aungque reaccionan cruzadamente con la proteina Ro
60Kd nativa, De hecho, todos los sueros anti-Rob2Kd
presentan anticuerpos anti-Ro60KA4A nativo {98).
Recientemente se ha comunicado que los anticuerpos anti-Ro

reaccionan con una proteina de 46Kd de células WiL-2
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identificada como la calregulina, equivalente al
polipéptido RobH0KA. La diferencia en el peso molecular se
deberia a wuna migracién aberrante en la electroforesis
segun estos autores (100,101).

Los estudios de inmunodifusién Y
contrainmunoelectroforesis muestran gque con frecuencia los
anticuerpos anti~-Rc y anti-La coexisten en los mismos
sueros (23,102) y se ha comprobado que la mayoria de los
sueros anti-La contienen actividad anti-Ro (8,103). Es
posible que ambos antigenos coexistan en un mismo complejo
(7,29,104), de hecho las particulas Ro-scRNPs precipitan
con anticuerpos anti-Ro Yy con anticuerpos anti~La
(28,84,90,105) y una fraccidn del antigeno Ro nativo
comigra con el antigenc La en geles nativos (14). Los
anticuerpos anti~Ro52KE precipitan Ro52Kd y Ro60Kd por 1lo
que ambos polipéptidos formarian un complejo en estado
nativo (14, 33).

Reichlin y Mattiocli (106) identificaron reacciones
de precipitacién en inmunodifusién al enfrentar sueros de
pacientes con polimiositis y extractos de timo de ternera.
Las reacciones desaparecian tras el tratamiento con
tripsina. El1 precipitado era muy heterogéneo e incluia al
menos nueve especificidades (107), especialmente enzimas
aminoacil-tRNAsintetasas. La principal es la reconccida
por los anticuerpos anti-Jol, situada en el nlcleo o0 en el
citoplasma segin la fase del ciclo celular (7). Mediante
immunoblotting los anticuerpos anti-Jol reconocen un

polipéptido de 50Kd identificado como la enzima histidil-
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tRNA sintetasa (44,108,109). Pueden detectarse anticuerpos
anti-Jol nativo (109).

Los anticuerpos anti-Scl 70 fueron identificados por
Tan y col (110) en sueros de pacientes con esclerodermia.
Este antigeno vy otros, como el Scl-86, son productos de
degradacién de la enzima ADN-topoisomerasa I (42,111-113),
cuyo peso molecular es 100 Kd. El1 antigeno se sitla
preferentemente en las regiones centroméricas de 1los
cromogsomas de células de ratén en fase G2. Es una proteina
muy sensible a proteasas y a la interaccidn iénica con
diferentes soluciones salinas (114) lo que explica los
pesos moleculares obtenidos en las distintas extracciones.

La mayoria de los anticuerpos anti-ENA, en especial
los mencionados, se detectan mediante técnicas de
precipitacién en geles de agarosa, inmunodifusidn o)
contrainmunoelectroforesis. Los antigenos se extraen de
timo animal y placenta ¢ bazo humanos. La reaccidén de
precipitacién se produce cuando el antigeno vy el
anticuerpo difunden en la agarcsa y forman complejos
insolubles. Son técnicas sencillas, ré&pidas y econdmicas
(5), pero su sensibilidad es baja y es dificil identificar
varios anticuerpos en un mismo suero (7,115). En los
Gltimos afios se han desarrolladc técnicas mads sensibles,
como el ELISA o el immunoblotting, capaces de identificar
las diferentes poblaciones de anticuerpos anti-ENA. El
ELISA es muy sensible. Es menos especifico que la
inmunodifusidén o 1la contrainmunoelectroforesis (8) vy

requiere una purificacidén rigurosa de cada uno de los
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antigenos. El immunoblotting es mAs sensible que la
inmunodifusién y la contrainmunoelectroforesis (42,69,116)
y permite detectar simulténeamente diferentes anticuerpos

sin purificar cada uno de los antigenos (12,46).

Deteccibn de anticuerpos anti-ENA mediante
immunoblotting

Existen diferentes técnicas de "blotting". Southern
(117) inmovilizé fragmentos de ADN en geles de agarosa y
los transfiriéd pasivamente a un papel de nitrocelulosa. A
esta técnica se le denomind "Southern-blot". Alvine y col
(118) la modificaron a fin de poder transferir fragmentos
no fijados y por oposicién a la antericor la llamaron
"Northern-bleot". Burnette (11) transfirié a papel de
nitrocelulosa las proteinas separadas ean geles de
poliacrilamida con SDS. La técnica de Burnette, denominada
"western~blot" o immunoblotting, se diferencia de las
anteriores en gque utiliza detergentes anidénicos (SDS),
geles de poliacrilamida Y glicina. Combina la
electroforesis de Laemmli (9) y la transferencla en campo
eléctrico descrita por Towbin b4 col (10). La
electroforesis separa las proteinas por su capacidad para
moverse en un campo eléctrico (119,120) y la transferencia
permite su identificacién. Conocidos los antigenos
separados y transferidos pueden detectarse anticuerpos
séricos. Una vez adheridos los antigenos al papel se
incuba con suero del paciente y tras varios lavados se

afiade una antiinmunoglobulina marcada enzimaticamente. Al
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mezclar el cromégeno y el substrato enzimdtico adecuados
se visualiza la reaccién.

Los geles de poliacrilamida se forman por la
polimerizacién de mondmeros de acrilamida y bisacrilamida.
Son geles porosos en los que el didmetro del poro depende
de la concentracidén de mondémeros, segin la férmula:

acrilamida (gr) + bisacrilamida (gr)

volumen total
Al aumentar el % T del gel se disminuye el diémetro de los
poros y se reduce la velocidad de migracién de las
proteinas, lo que permite modular su recorrido variando 1la
concentracién de monbmeros en el gel para un mismo tiempo
de electroforesis. Los geles de Laemmli (9) son geles
multizona, con un primer gel concentrador (pH=6,8) y un
segundo gel separador (pH=8,8) en una solucién de glicina-
cloruro (pH=8,3). En el primer gel se mantiene un % T bajo
(5%) e invariable, con 1lo gque el poro es ancho vy las
proteinas se concentran. El segundo gel tiene un % T mas
alto, entre 7,5 y 30%, que permite la separacidtn de las
proteinas. Si se usa un % T inadecuado en el segundo gel
algunas proteinas se pierden al no penetrar en el gel y
otras no se separan. Existe un % T &ptimo para separar
cada par de proteinas, pero no hay un % T que permita la
separacién maxima de todas las proteinas presentes en una
mezcla compleja. Por tanto debe escogerse un % T capaz de
separar las proteinas objeto de cada estudio (121) o bien

utilizar un gradiente de concentracién en el gel. Con un T
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15% en el segundo gel pueden separarse proteinas entre 10
y 100Kd. Las inferiores apenas se diferencian en el frente
de electroforesis y las superiores no entran en el gel.

La electroforesis en geles de poliacrilamida permite
calcular el peso molecular de las proteinas separadas por
comparacién con la movilidad electroforética de una serie
de proteinas de peso molecular conocido (122). Las
proteinas se disgregan en cadenas lineales por efecto del
SDS, agente disociador que rompe los enlaces hidrégeno, vy
del beta-mercaptoetancl, agente reductor gue rompe los
enlaces disulfido. La longitud de la cadena proteica es
proporcional a su peso molecular. Los epitopes reactivoes
con los anticuerpos anti-ENA no se destruyen por la
accibédn de dichos agentes.

La utilizacidn de geles 18% permite separar
correctamente los antigenos ENA objeto del estudio vy
calcular sus pesos moleculares aproximados tras el
immunocblotting. La aplicacién de 800-1000 pg de extracto
en cada placa no sobrecarga el gel y la electroforesis es
correcté. ﬁl papel de nitrocelulosa adhiere proteinas de
peso molecular entre 10 y 100Kd vy, aunque pueden perderse
proteinas inferiores a 20Kd (123), siempre se detecta el
polipéptido D (14Kd4d) al incubar con sueros anti-Sm
positives.

Los principales inconvenientes del immunoblotting son
la reproductibilidad Yy la interpretacién de los
resultados. Peqguefias variaciones en la eficacia de la

transferencia al papel de nitrocelulosa y la accién de los
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detergentes en los lavados pueden alterar la
reproductibilidad (124). Estos detergentes son
indispensables para evitar reacciones inespecificas, pero
pueden eluir las proteinas adheridas al papel (123-126).
En las condiciones habituales poco mds de un 10% de las
proteinas aplicadas en el gel aparecen finalmente en el
papel (124), probablemente porgue el detergente reduce la
interacciédn hidrofébica por la que se adhieren las
proteinas (127). E1 Tween-20 no altera la deteccidén de
anticuerpos en el estudio y, ademds de evitar reacclones
inespecificas, podria tener un efecto renaturalizante que
mejora el reccnocimiento de los antigenos (124,128,129).
Una wvez comprobada la presencia de una cantidad
suficiente de cada antigeno adherida al papel de
nitrocelulosa y su deteccidn por anticuerpos especificos,
la reproductibilidad depende en gran parte de la dilucién
del suero y de las condicilones de los lavados (130). Con
la metodologia aplicada en este y en otros estudios
(6,12,15) el immunoblotting es una técnica reproductible y
Util en el estudio de anticuerpos en grupos amplios de
pacientes. El1 antigeno es f&cil de obtener, no es
indispensable utilizar células mantenidas en cultivo y no
se requieren protocolos sofisticados de purificacién. La
alta concentracién de antigenos minimiza la pérdida
durante la transferencia y como en otros estudios (131),
la baja dilucién de los sueros no aumenta las reacciones
inespecificas. La lectura es sencilla si se colocan sueros

de referencia positivos en cada papel de nitrocelulosa vy
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para cada anticuerpo. Estos controles permiten ademés
verificar la efectividad de 1la transferencia. Las
reacciones positivas son especificas. Cuando leos
anticuerpos eluldos se enfrentan separadamente reconocen
el antigeno del que han sido eluidos. E1 immunoblotting
permite detectar simulténeamente varios anticuerpos
presentes en un mismo suero, identificando los antigenos
desnaturalizados especificos, sean solubles o insclubles

(6,15).

Patrones de anticuerpos anti-ENA definidos mediante

immunoblotting.

Los patrones obtenidos mediante immunoblotting pueden
variar al cambiar el extracto antigénico (130), pero son
constantes para cada extracto. Después de tres afios los
mismos sueros de referencia positivos siguen mostrando
idénticas reacciones. Los patrones de immunoblotting son
unicos para cada paciente con anticuerpos, aunque no
siempre son estables pudiendo aparecer ¥ desaparecer
anticuerpos en funcién de la actividad de la enfermedad o
del tratamiento (132). La identidad de un determinado
anticuerpo en el blot se establece analizando la
distancia recorrida por el polipéptido (o su peso
molecular) y comparandola con el patrdén positive. En
teoria con esta sistema puede ser dificil asegurar la
especificidad del anticuerpo, en particular si existen
anticuerpos dirigidos contra proteinas de peso molecular

similar (133). En la préactica no hay problemas para
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identificar 1la mayoria de las reacciones. En 1los pocos
casos dudosos los anticuerpos eluidos y la variacidén del %
T del gel han permitido confirmar 1la identidad de los
anticuerpos. En la mayor parte de estos sueros el ELISA
también ha demostrado la presencia de los anticuerpos.

El extracto de timo de conejo obtenido con ClNa 350
mM es atil para detectar anticuerpos anti-Sm, Anti-RNP,
anti-Jo 1, anti-Scl70 y anti-La. Los anticuerpos anti-Ro
pueden i1dentificarse con placenta humana extraida con
ClNa 300 mM. las discordancias en el peso molecular de los
polipéptidos reconocidos pueden deberse a diferencias en
las técnicas y en los extractos utilizados. En todos 1los
casos los patrones obtenidos corresponden a lo descrito en
1la mayoria de 1 os estudios
(3,13,15,16,21,33,35,42,87,134,135). Los anticuerpos anti-
Scl 70 reconocen un polipéptido de 100KA vy varios
productos de degradacién. En antigeno Jo 1 es reconocido
en immuncblotting como un péptido de 46Kd vy los
anticuerpos anti-La reaccionan contra otros tres de 45, 37
y 35Kd. Los sueros anti-Ro reconocen polipéptidos de 60
y/0 52Kd, Los anticuerpos antli-RNP reaccionan con wvarias
combinaciones de los péptidos 70Kd, A y C, y los
anticuerpos anti-Sm con BB' y/o D. Los antigenos B y B’
son idénticos salvo por la adicién de 10 amino&cidos en el
terminal C de B' (136).

Se han comunicado reacclones cruzadas entre 1los
anticuerpos o epitopes compartidos sobre BB' vy D

(71,116,134,137), Ay BB' (128,137), Ay C (136,138,139),
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Cy BB' (140) o6 70, Ay C (13,131). Un pequefioc porcentaje
de sueros con anticuerpos anti-70Kd reconoce también BB'
(134,141), aunque generalmente 1los titulos son bajos
(69,71). Sueros anti-RNP sin anticuerpos anti-70Kd también
reaccionan con BB' (141). Sueros que reconocen el antigeno
Sm libre presentan anticuerpos anti-70Kd y anti-D. Parecen
existir diferencias entre los anticuerpos anti-70K4dRNP vy
un antigenoc de mismo pesc molecular asoclado a Sm (137).
Este polipéptido de 70Kd identificado en el antigeno Sm
libre no reacciona con sueros anti~-RNP (142,143), como 1lo
hace el asociado a 1la matriz nuclear e implicado en 1la
unién a Ul-snRNP (A y C) (12,17).

Los sueros definidos como anti-RNF suelen contener
peqguefias cantidades de anticuerpos anti-Sm cuando se
estudian mediante precipitacién inmune (144) y es posible
que la mayoria de los sueros anti-RNP posean anti-Sm (13),
aungue pueden aparecer sueros anti-RNP sin anti-Sm (72).
Mediante precipitacién inmune e immunoblotting rara vez se
detectan anticuerpos anti-Sm puros (16,145) y parece
deberse a la asoclacién fisica de 1los antigenos Sm y RNP.
Posiblemente forman un complejo en estado nativo
(68,146,147) vy se acepta la existencia de tres
respuestas: anti-RNP (anti-70Kd vy/o anti-A vy/o anti-C),
anti-RNP/Sm (anti-~-70 Kd y/o anti-A vy/o anti-C y antli-BB'
y/o anti-D) y anti~-Sm (anti-BB' y/o anti-D) (68,72,148-
150).

El anélisis de los anticuerpos anti-ENA definidos

mediante immunoblotting muestra resultados similares a
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los obtenidos en otros estudios. Los anticuerpos anti-Scl
70 y anti-Jo 1 son practicamente especificos de
esclerodermia vy polimiositis respectivamente, aungque el
namero de pacientes es pequefio. La presencia de
anticuerpos anti-Scl 70 en individuos con enfermedad de
Raynaud primaria sugiere el desarrollo de esclerodermia
(113,151,152).

Los diagnésticos mds frecuentes en los pacientes con
anticuerpos anti-RNP son el lupus eritematoso sistémico
(68%) v la enfermedad mixta del tejido conectivo (26%),
aunque la frecuencla puede variar segin los criterios de
diagnéstico y las técnicas wutilizadas. E1 porcentaje de
lupus eritematoso sistémico oscila entre 41% (131) vy b51%
(153) con inmunodifusién ¢ contrainmunoelectroforesis. Es
mayor, 88% en 1la serie de McHugh y col (154), cuando se
utiliza el immunoblotting. En otros estudios el nimero de
pacientes con enfermedad mixta es mayor especialmente si
se usa la hemaglutinacidén pasiva. Con dicha técnica
Rasmussen y col (155) encontraron que el 43% de los 97
paclentes con anticuerpos anti-RNP estudiados presentaba
enfermedad mixta del tejido conectivo y solo el 22% estaba
diagnosticado de 1lupus eritematoso sistémico. &i se
conslideran solamente los anticuerpos anti-RNP sin anti-Sm
el porcentaje de lupus eritematoso sistémico y enfermedad
mixta del tejldo conectivo es similar, 46 vy 43%
respectivamente. En los pacientes con anticuerpos anti-C
es mayor el predominioc de lupus eritematoso sistémico (75%

de casos). Los anticuerpos anti-Sm definidos mediante
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immuncblotting aparecen en pacientes con lupus eritematoso
sistémico (92%). Los anticuerpos anti-BB' son mas
frecuentes que los anticuerpos anti-D, hecho ya observado
previamente (116,156), pero solco 1los anticuerpos anti-D
son realmente especificos de lupus eritematoso sistémico.
Pueden detectarse anticuerpos anti-BB' en algunos cascs de
artritis reumatoide y en otras conectivopatias (116).

Los anticuerpos anti-La se detectan generalmente en
lupus eritematoso sistémico (41%), sindrome de Sjdgren
primario (23%) y artritis reumatoide (17%). El principal
diagnéstico en pacientes con anticuerpos anti-Ro es el
lupus eritematoso sistémico, tanto en el caso de los
anticuerpos anti-Ro 60Kd (53%) como en el caso de los
anticuerpos anti-Ro 52Kd (58%). En el grupo con
anticuerpos anti-Ro 60Kd el segundo diagnéstico es la
artritis reumatoide (34%) vy solo un 1% presenta sindrome
de Sjtgren primario. Entre los paclentes con anticuerpos
anti-Ro 52Kd hay una frecuencia similar de artritis
reumatoide y sindrome de sjdgren (16%). Los Sueros con
reactividad simultéanea anti-Ro 52Kd vy 60KdA suelen
corresponder a lupus eritematoso sistémico (79%) Y
artritis reumatoide (17%). Si se consideran los
anticuerpos anti-Ro 60Kd sin anti-Ro 52Kd se observa una
disminucién del porcentaje de lupus eritematoso sistémico
(31%) y un aumento de casos de artritis reumatoide, hasta
el punto de ser el diagndéstico mas frecuente en este
subgrupo. Entre los pacientes con anticuerpos anti-Ro 52Kd

sin anti-Ro 60Kd predominan el sindrome de Sjdgren
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primario (38%) y el lupus eritematoso sistémico (23%). La
presencia de artritis reumatoide en series de pacientes
con anticuerpos anti-Ro es significativa. Si se detectan
mediante contralinmunoelectroforesis/inmunodifusién
constituye un 5-12% de los casos (157,158). En la mayoria
de las series el diagnéstico predominante es el lupus
eritematoso sistémico y el porcentaje de casos con
sindrome de Sjdgren primario es bajo {6-9%), similar al de
la artritis reumatoide (74,159). Si se analiza la
presencia de anticuerpos anti-Ro en ausencia de otros
anticuerpos séricos se observa un aumento de los
diagnésticos de artritis reumatoide y conectivopatias no
definidas (157,160) y ambas superan al lupus eritematoso
sistémico.

Todos los pacientes con anticuerpos anti-La presentan
simultaneamente anticuerpos anti-Ro, en general anti-Ro
52Kd (95). La asociaclién anti-Ro52Kd, anti-Ro60Kd y anti-
La suele corresponder a lupus eritematoso sistémico (89%).
Entre los paclente con anticuerpos anti-Ro 60Kd y anti-La
predomina la artritis reumatoide y. en el caso de los
anticuerpos anti-Ro 52Kd vy anti-La el sindrome de Sjdgren

primario y el lupus eritematosc sistémico.

Comparacidén de las técnicas de
contrainmunoelectroforesis e immunoblotting.
El immunoblotting es mucho maAs sensible gque la
contrainmunoelectroforesis en la detecclén de anticuerpos

anti~La, anti-RNP y anti-Sm. Un 30% de los sueros anti-La,
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un 51% de los anti-RNP y un 57% de los anti-Sm presentan
contrainmunoelectroforesis negativa. No se detecta una
mayor frecuencia de anticuerpos anti-Scl 70 probablemente
por lo reducido de 1la serie y el elevado porcentaje de
positivos en la contrainmuncelectroforesis.

En los sueros anti-RNP o anti-Sm la negatividad de la
contrainmuncelectroforesis puede deberse a la mayor
sengibilidad del immunoblotting (46,116), pero también a
los polipéptidos reconocidos por cada suero. Asi sueros
anti-BB' sin anti-D son negativos en
contrainmunoelectroforesis vy se ha observado que la
reacclidn anti-Sm en contrainmunocelectroforesis corresponde
a anticuerpos anti~D (72). En la mayoria de los sueros
anti-RNP la reaccién en la contrainmuncelectroforesis es
con el antigeno 70Kd-RNP (7) aungque en éste ¥ en otros
estudios pueden verse sueros anti~RNP gue reaccionan
exclusivamente con el péptido C (161). En 1los sueros
definidos mediante contrainmunoelectroforesis como anti-
RNP o anti-Sm el immunoblotting muestra una distribucién
de anticuerpos similar a la comunicada por Meyer y col
(162). Rara vez aparecen anticuerpos anti-RNP nativo
(163).

El immunoblotting es menos sensible que la
contrainmuncelectroforesis en la deteccidén de anticuerpos
anti~-Ro (164). Entre el 10% (14) y el 15% (30,33) de los
suercs definidos c¢omo anti-Ro mediante inmunodifusidén o
contrainmunocelectroforesis no reacclonan en

immuncblotting. En este estudic el porcentaje llega al
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24%. Estos anticuerpos se han confirmado mediante ELISA ¥y
se deben, bien a la existencia de anticuerpos de baja
afinidad (109), bien a que 1los anticuerpos reacciocnan
exclusivamente con el antigeno Ro nativo (14,165). Si se
elimina del extracto el antigeno Ro 60Kd desnaturalizado
todos los sueros anti-Ro mantienen reactividad contra el
antigenc Ro nativo (14). Los sueros anti-Ro positivos en
contrainmunoelectroforesis e immunoblotting presentan
anticuerpos anti-Ro 52Kd (45%), anticuerpos anti-Ro 60Kd
(28%) o ambos (27%). Los sueros anti-Ro positivo en
immunoblotting con contrainmunoelectroforesis negativa
presentan con mayor frecuencia anticuerpos anti-Ro 60Kd
(73%). Algunos solo reaccionan en immunoblotting siendo el
ELISA o la precipitacién en gel negativas, por lo que
parece posible una respuesta anti-Ro dirigida

exclusivamente contra epitopes desnaturalizados (166).

Significado clinico de los anticuerpos anti-ENA

detectados mediante immunoblotting.

La positividad de cada anticuerpoc en una determinada
enfermedad depende de la técnica de deteccidén, de 1la
poblacién estudiada, de 1los criterios utilizados en el
diagnéstico y de 1la evoluciédn de los pacientes. la
contrainmuncelectroforesis muestra un bajo porcentaje de
positivos en relacién a otras series (17,167), pero
coincide con lo descrito en poblaciones gimilares

(168,169). La experiencia con el immunoblotting es muy
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limitada y 1los pocos estudios disponibles incluyen un
nimero reducido de pacientes o se centran en un
determinado anticuerpo.

1.- Anticuerpos anti-Sm.

Los anticuerpos anti-Sm son marcadores de lupus
eritematoso sistémico ¥ se detectan mediante
inmunodifusién o© contrainmunoelectroforesis en wun 25-40%
de pacientes {148,170-173). Seon mencos frecuentes en
caucasianos (6-15%) (168,169,174,175) que en pacientes
asidticos o de raza negra (10-30%) (176,178). E1
immunoblotting aumenta el numero de positivos por su mayor
sensibilidad. En el presente estudio se detectan
anticuerpos anti-Sm en el 33% de los pacientes con lupus
eritematoso sistémico. Son anticuerpos anti-BB' en un 28%
y anticuerpos anti-D en un 15% de los casos. Los pacientes
que cumplian criterios de enfermedad mixta del tejido
conectivo y presentaban anticuerpos anti-Sm desarrollaron
lupus eritematoso sistémico.

Se han realizado numerosos estudios buscando una
correlacién entre la presencia de anticuerpos anti-Sm vy
unos determinados rasgos c¢linicos, pero nc hay nada
concluyente al respecto. Utilizando inmunodifusién &
contrainmuncelectroforesis se ha sugerido que lcs
pacientes con anticuerpos anti-Sm presentan con mayor
frecuencia fenémeno de Raynaud (179,180), vasculitis
(181,183) Yy leucopenia (181,183). Se ha sugerido
asocliacién entre anticuerpos anti-Sm y glomerulonefritis

membranosa (184) o mayor riesgo de nefropatia severa
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{153,171,185-189), prchablemente por la mayor frecuencia
de anticuerpos anti-ADN nativo en dichos pacientes. Otros
estudios no encuentran relacién entre los anticuerpos
anti-Sm vy la nefropatia 1luapica severa (179,181,182,190-
193). En pacientes con anticuerpos anti-Sm y titulos bajos
de anticuerpos anti-ADN nativo hay un menor riesge de
nefropatia gque en pacientes con anticuerpos anti-ADN
nativo sin anticuerpos anti-Sm (170,179,180,183). Algo
similar ocurre con la asoclacidén entre anticuerpos anti-Sm
y afeccidén neuroldgica (182,185,191,194,195) que parece
relacionarse con los anticuerpos anti-ADN nativo (178) vy
no se encuentra en todos los estudios (181,190).

El immunoblotting muestra una mayor frecuencla de
vasculitis vy fenémeno de Raynaud en pacientes con
anticuerpos anti-Sm, al igual gque Ter Borg y col (196),
pero la asociacién es débilil. Se ha sugerido un mayor
riesgo de nefropatia y afeccldn neuroclégica en pacientes
con anticuerpos anti-BB' y anti-D (197,198) gue no se
confirma en este y en otros estudios (162). Los pacilentes
con anticuerpos anti-BB' presentan una mayor frecuencia de
trombosis Yy mayores niveles de anticuerpos anti-ADN
nativo. Los pacientes con anticuerpos anti-D presentan un

aumento significativo de artritis.

2.~ Anticuerpos anti-RNP.
La presencia de titulos elevados de anticuerpos anti-
RNP en ausencia de otros autoanticuerpos sugiere el

diagnéstico de enfermedad mixta del tejido conectivo
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(199), aungue esta situacién puede darse en pacientes con
lupus eritematoso sistémico, esclerodermia u otras
conectivopatias (63,187,200-203). La enfermedad mixta del
tejido conectivo se ha considerado como una entidad
definida, diferente del lupus eritematoso sistémico, pero
no hay unanimidad al respecto y algunos la consideran como
un subgrupo de lupus eritematoso sistémico o
esclerodermia (103,203,204).

Los anticuerpos anti-RNP se detectan mediante
inmunodifusidn, contrainmunoelectroforesis o)
hemaglutinacidén pasiva en el 95-100% de los pacientes con
enfermedad mixta del tejido conectivo (1,5,172,187,205) vy
en el 30-45% de 1los pacientes con lupus eritematoso
sistémico (63,148,176,187,196, 201, 206,207} . Son mas
frecuentes en los enfermos de raza negra gue en los de
raza blanca (178). Pueden detectarse en un 10-20% de
pacientes con esclerodermia difusa (5,169,205,208-210) o
sindrome de Sjégren primario (5,21,205), en un 3-10% de
pacientes con artritis reumatoide (5,187,212,213) y en
casos alslados con fendémeno de Raynaud primario,
conectivopatias no definidas u otros procesos (16,153).
Los datos obtenidos con el immuncoblotting son similares a
los de otros estudios (12,13,15,131,137,154,214). Aparecen
anticuerpos anti-RNP en todos los pacientes con enfermedad
mixta del tejido conective, en el 33% en lupus eritematoso
sistémico, en el 21% en esclerodermia y en menos del 3% en
otros procesos. Hay un claro predominio de anticuerpos

anti 70Kd y anti-A en los pacientes con enfermedad mixta
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del tejido conectivo, como en las series de Habets y col
(12) o Reichlin y Van Venrooij (215). Se ha sugerido que
los anticuerpos anti-70Kd se asocian con enfermedad mixta
del tejido conectivo y los anticuerpos anti-A y/o anti-C
sin anti-70Kd con el lupus eritematoso sistémico u otras
conectivopatias (6,12,15,13,69). La frecuencia de los
anticuerpos en ambos procesos puede variar en funcidén de
la dilucidén del suero. En pacientes con lupus eritematoso
sistémico Pettersson y col (13) encontraron anticuerpos
anti-70Kd en un 7% de casos, diluyendo el suero 1:250.
Habets v col (12), con una dilucidn 1:50, los detectaron
en un 21% y Combe y col (131) en un 52% diluyendo el suero
1:5. A pesar de estas diferencias es evidente que los
anticuerpos anti-70Kd y anti-A son constantes en la
enfermedad mixta del tejido c¢onectivo y mucho menes
frecuentes en el lupus eritematoso sistémico. Los sueros
de Jlupus eritematoso sistémico que reaccionan con el
antigeno RNP suelen reconocer en immunoblotting menos
polipéptidos que los sueros de pacientes con enfermedad
mixta del tejido conectiveo (131).

Los anticuerpos anti-RNP, en ausencia de anticuerpos
anti-Sm, se asocian con una mayor frecuencia de
artralgias, artritis, fenémeno de Raynaud, edema en el
dorso de las manos, miositis, esclerodactilia,
hipomotilidad esofégica, afeccién pulmonar,
hipergammaglobulinemia y factor reumatoide (1,155,216~
221). En pacientes con lupus eritematoso sistémico los

anticuerpos anti-RNP se han relacionado c¢con una mayor

66



frecuencia de wvasculitis cuténea (45,176), miocarditis
(222), fenémeno de Raynaud y esclerodactilia. La
nefropatia parece ser menos frecuente y severa, tal vez
por la baja incidencia de anticuerpos anti-ADN nativo
(1,63,188,223). Otros estudios no encuentran ninguna
correlacidn clinica asocliada a los anticuerpos anti-RNP
(153), en particular en 1lo que se refiere a la afeccidén
renal (174,193,202,224).

El immunoblotting confirma  algunas de las
asociaciones. Los pacilentes con enfermedad mixta del
tejido conectivo Y anticuerpos anti-70Kd o anti-A
presentan con frecuencia artritis, edema en el dorso de
las manos, esclerodactilia, fenémeno de Raynaud, miositis,
hipergammaglobulinemia y factor reumatcide. La incidencia
de nefropatia es inferior a un 20%, es leve y aparece en
pacientes que desarrollan lupus eritematoso sistémico. En
la esclerodermia 1los anticuerpos anti-RNP asoclan mas
artritis y menos afeccién renal. Los pacientes lupicos con
anticuerpos anti-70Kad ¥y anti-A presentan hallazgos
similares. La nefropatia es poco frecuente, aungue la
asoclacién es débil, Los sueros anti-RNP de lupus
eritemateoso gistémico presentan niveles aumentados de
anticuerpos anti-ADN nativo.

En conjunto los anticuerpos anti~70Kd y anti-A se
asoclan gsignificativamente con una mayor frecuencia de
fentmeno de Raynaud, edema en manos, esclerodactilia
(141,154,196,197,215, 225) y artritis (196,226), y con una

baja incidencia de nefropatia severa (215,227).

67



3.-Anticuerpos anti-Ro.

Los anticuerpos anti-Ro se detectan mediante
inmunodifusidén ¢ contrainmunoelectroforesis en un 30-70%
de pacientes con sindrome de Sj&gren (25-27,228-230), en
un 25-40% en lupus eritematoso sistémico
(26,187,189,230,231), en un 4-30% en esclerodermia (208-
210,219,232), en un 4-10% en polimiositis (172,177,232),
en un 2-10% en artritis reumatoide (212,232-235) y en
algunos pacientes con otras enfermedades (16). Son mas
frecuentes en el sindrome de Sjdgren primario y en el
asocliado a lupus eritematoso sistémico gque en el asociado
a la artritis reumatoide (236-239). No permiten
diferenciar el primario del asoclado a conectivopatias
(240).

El immunoblotting detecta anticuerpos anti-Roc en el
43% de pacientes con sindrome de Sjodgren primario, en el
35% en lupus eritematoso sistémico, en el 9% en artritis
reumatoide, en el 7% en esclercdermia y en algunos
pacientes con otras enfermedades. Los porcentajes son
similares a los encontrados por Ben-Chetrit y col (33) vy
Slobbe y col (121) en lupus eritematoso sistémico, algo
menores en el sindrome de Sj¢gren primaric. Se confirma el
predominioc de anticuerpos anti-Ro 52Kd en el sindrome de
Sjbgren y de anticuerpos anti-Ro 60Kd en el lupus
eritematoso sistémico, aunque en esta Gltima enfermedad
es frecuente encontrar ambos simulténeamente. En la
artritis raumatoide se detectan mayoritariamente

anticuerpos anti-Ro 60Kd, especialmente en ausencia de
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anti-Re 52Kd. En el resto de procesos con anti-Ro
predominan los anticuerpos anti-Ro 60Kd o los anticuerpos
anti-Rc nativo, caso del lupus eritematoso cuténeo
subagudo. La excepcién es el lupus neonatal en el que se
detectan mayoritariamente anticuerpos anti-Ro 52Kd (241).
La presencia de anticuerpos anti-Ro en lupus
eritematoso sistémico se asocia con una mayor incidencia
de fotosensibilidad y lesiones cuténeas (102,189,242-244),
fenémeno de Raynaud, trombopenia, sindrome de Sjdgren e
hipergammaglobulinemia (74,102,230,231,237,242). Un 50-70%
de sueros anti-Ro presentan factor reumatoide positivo vy
se ha sugerido reacciébén cruzada entre ambos
(36,74,102,245-248). Se ha comunicado un mayor riesgo de
afeccién cardiopulmonar (249,250), que debe confirmarse, y
una baja incidencia y severidad de nefropatia (251). En
algunos casos los anticuerpos anti-Ro pueden estar
implicados en el desarrollo de la afeccién renal.
Maddison y Reichlin (252) observarcn una disminuciétn de
anticuerpos anti-Ro en dos paclentes coincidiendo con un
grave deterioro de la funcidn renal. Tras su fallecimiento
se comprobéd la existencia de una glomerulonefritis
proliferativa difusa vy en los eluidos renales se
detectaron anticuerpos anti-Ro y anti-ADN monocatenario,
no anticuerpos anti-ADN nativo. Los pacientes ldpicos con
anticuerpos anti-Ro sin anticuerpos anti-La parecen
presentar un mayor riesgo de nefropatia severa que los que
"tienen anticuerpos anti-Ro y anticuerpos anti-La asociados

(243), en relacidén a los bajos niveles de anticuerpos
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anti-ADN native en el segundo grupo.

El immunoblotting es poco 0til para analizar estas
asocilaciones vya gque muchos sueros anti-Ro reconocen
exclusivamente el antigeno Ro nativo y no reaccionan en
immunoblotting. En este estudio la presencia de
anticuerpos anti-Ro definidos mediante
contrainmuncelectroforesis e immunoblotting se asocia en
lupus eritematoso sistémico con fotosensibilidad y menor
incidencia de vasculitis, afecciébn neurolégica Yy
nefropatia severa, aunque en estas dltimas la asocilacidn
es débil. Los anticuerpos anti-Ro 52Kd se asocian con una
mayor frecuencia de fotosensibilidad, menor afeccidén renal
y niveles elevados de factor reumatoide.

Los anticuerpos anti-Ro son caracteristicos de
algunas formas clinicas particulares de 1la enfermedad
lapica:

L En algunos paclientes con lupus eritematoso

sistémico los AAN son persistentemente negativos

cuando se examinan mediante inmunofluorescencia sobre
higado ¢ rifibn de rata. Este subgrupo, denominado

"lupus AAN negativo", gue respresenta el 5-10% de

todos los lupus eritematosos sistémicos (36),

presenta con frecuencia anticuerpos anti-Ro ¢ anti-

ADN monocatenario. Se cararacteriza por una mayor

frecuencia de rash malar, fotosensibilidad y factor

reumatoide. La incidencia de afeccién renal b

neuroldgica es baja. La mayoria de estos sueros son

positivos si la inmunofluorescencia se realiza sobre

70



células humanas (77). Solo uno de los 107 pacientes
ha presentadc inmunofluorescencia persistentemente
negativa y tiene anticuerpos anti-Ro 60Kd en
immunoblotting.

» Sontheimer y col (253) describieron un subgrupo de
lupus con lesiones cutdneas no discoides, anulares o
psoriasiformes, erjtematosas, extensas vy muy
fotosensibles. Lo denominaron "lupus eritematoso
cutdneo subagudo" y se asocia con la presencia de
factor reumatoide y anticuerpos anti-Ro., Estos
Gltimos aparecen en un 60-70% de los casos (37,253).
La mitad de los pacientes presenta rasgos de lupus
eritematoso sistémico, generalmente manifestaciones
leves como artritis, artralgias, fiebre y mialgias.
Los cinco pacientes sin criterios de lupus
eritematoso sistémico que han sido estudiados
presentan anticuerpos anti-Ro nativo, perco soclo en
dos se detectan mediante I1mmuncobklotting anticuerpos
anti-Ro 60Kd.

» E1 lupus neonatal se caracteriza por la aparicién
de lesiones cuténeas de lupus y/o blogqueo cardiaco
congénito en recién nacidos. Las lesiones cuténeas
son anulares o papulares, aparecen en la primera
semana de vida y desaparecen hacia el sexto mes. Un
10-20% de 1las madres presentan lupus eritematoso
sistémico o© sindrome de Sjégren y otro 20% lo
desarrollan posteriormente. Todos los nifios y sus

madres presentan anticuerpos anti-Ro o© anticuerpos
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anti-La {39,40,254-256). En general son anticuerpos
anti-Ro 52Kd, aunqgque pueden detectarse anticuerpos
anti-Ro 60Kd en algunos paclentes (241).

*« Los lupus asociados a déficit congénito de
fracciocnes del complemento, en particular de C2,
presentan manifestaciones cuténeas similares a las de
los subgrupos anteriores y en un 50-75% de los casos

ascocian anticuerpos anti-Ro (38,257).

La presencia de anticuerpos anti-Rc en pacientes con
sindrome de Sjtgren primario se asocia c¢on una mayor
frecuencia de manifestaciones extraglandulares como
adenopatias, plrpura, anemia, leucopenia, trombopenia,
hipergammaglobulinemia, crioglobulinemia, factor
reumatoide, vasculitis Yy afeccibn neurolédgica
(228,233,258-260). La enfermedad parece ser mas benigna en
los pacientes sin anticuerpos anti-Ro, grupo gue pocas
veces presenta wvasculitis (240). En este estudic los
anticuerpos anti-Ro definidos mediante
contrainmuncelectroforesis e immunoblotting se asocian con
una mayor incidencia de afeccién neurolégica y de factor
reumatoide positivo,

En pacientes con artritis reumatoide se ha comunicado
una mayor frecuencia de manifestaciones extraarticulares
en relacidédn con la presencia de anticuerpos anti-Ro (160).
En particular habria mas vasculitis (236), afeccidn
pulmonar (186), sindrome de Sjdgren (234), anemia, factor

reumatoide y toxicidad por d-penicilamina (261,262). La
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deteccién de anticuerpos anti-Ro mediante immunoblotting
muestra unicamente una mayor incidencia de sindrome de
Sjbgren y mayores niveles de factor reumatoide en dichos

pacientes.

4.- Anticuerpos anti-La.

Los anticuerpos anti-La se detectan mediante
contrainmunoelectroforesis o© inmunodifusién en un 50-80%
de pacientes con sindrome de  Sjdgren primario
(5,23,25,27,230,236,237,244,263,264), en un 5-15% en lupus
eritematoso sistémico (27,237,240,263), en un 1-8% en
artritis reumatoide (5,212,265), en un 1-6% en
esclerodermia (25,208-210) y en algunos pacientes con
otras enfermedades (16). En el sindrome de Sjdgren
asociado a lupus eritematoso sistémico aparecen en un 70%
de casos (244,266), en el asociado a 1la artritis
reumatoide sdélo en un 3-8% (25,236,240,244,267). El
immunoblotting muestra porcentajes similares: 43% en
sindrome de Sjégren primario, 16% en lupus eritematoso
sistémico, 4% en artritis reumatoide Y 3% en
esclerodermia. Coinciden con 1los obtenidos por De Rool] vy
col (15).

Los anticuerpos anti-La suelen aparecer junto a los
anticuerpos anti-Ro vy se han relacionado en lupus
eritematoso sistémico con lesiones cuténeas,
fotosensibilidad, sindrome de Sjdgren,
hipergammaglobulinemia y factor reumatoide (102,263), vy

con una baja incidencia de nefropatia (268). Los
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anticuerpos anti-La detectados mediante immunoblotting, se
asocian con fotosensibilidad, mayores niveles de factor
reumatoide, baja incidencia de nefropatia vy menores
niveles de anticuerpos anti-ADN nativo (154). La mayoria
de los pacientes con lupus neonatal presenta anticuerpos

anti-La (269).

5.- Anticuerpos anti-Scl 70.

Los anticuerpos anti-Scl 70 se consideran marcadores
de esclercdermia (16,42,113) aunque no diferencian la
esclerosis sistémica progresiva del sindrome CREST (210).
Se detectan mediante  inmunodifusién en un 20-40% de
pacientes con esclerosis sistémica progresiva (41,113, 208-
210,270) vy en un 5-10% de paclentes con sindrome CREST
(41,113,208,209). Aparecen en menos de un 5% de pacientes
con otras conectivopatias (16), en particular en presencia
de enfermedad de Raynaud primaria o de sindromes de
superposicidén (overlap). El immunoblotting, por su mayor
sensibilidad, detecta anticuerpos anti-Scl 70 en un 30-60%
de pacientes con esclerosis sistémica progresiva
(15,114,271,272) y en un 10-20% de casos con sindrome
CREST (271,272).

Los anticuerpos anti-Scl 70 se asocian
significativamente con esclerosis cuténea difusa Y
enfermedad intersticial pulmonar, tanto s1 se detectan
mediante inmunodifusién (270,273,274) como si se utiliza
el immunoblotting (271,b275).
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6.-Anticuerpos anti-Jo 1.

Los anticuerpos anti-Jo 1 son practicamente
especificos de polimicsitis y se detectan en un 20-30% de
pacientes (44,107, 109,276-280). De Rooij y col (15) los
detectan mediante immunoblotting en un 42% de casos. Se
han relacionado con una mayor frecuencia de artritis,
fenémeno de Raynaud y enfermedad intersticial pulmonar
(43,281-283), rasgos que presentan los dos pacientes con

anticuerpos anti-Jo 1 incluidos en esta serie.

Nuevos anticuerpos anti-ENA definidos mediante

immunoblotting.
La técnica de immunoblotting con  extractos
semipurificados COmO fuente de antigeno permite

identificar nuevos sistemas, no detectados mediante
inmunodifusién, contrainmuncelectroforesis o precipitacién
inmune. Recilentemente se han descrito dos nuevos
autoantigenos reconocidos por sueros de paclentes con
artritis reumatoide (284,285) vy en este estudio se han
detectado otros dos que reaccionan con sueros de pacientes

con diferentes procesos.

l.-Anticuerpos anti-48Kd de placenta humana o anti-
Sa.
En el curso de ensayos dirigidos a caracterizar los
componentes proteicos de la particula Ro-ARN, Ménard y col
(285) i1dentificaron una proteina de peso molecular 48Kd4

que reacciona en immunoblotting con sueros de pacientes

75



diagnosticados de artritis reumatoide. E1 antigeno se
denominé Sa por las inicilales del primer paciente
(Savole). Aparece en extractos salinos de bazo © placenta
humanos vy se desconoce por el momento su localizacidn
celular y su naturaleza. Los anticuerpos anti-Sa no
precipitan en geles de agarosa y la precipitacién inmune
con células Hela marcadas demuestra que no esta asociado a
ARN. No se relaciona con el virus de Epstein-Barr y carece
de actividad factor reumatoide (286). Es resistente a
nucleasas y sensible a proteinasa K. Es posible que el
antigeno Sa sea similar a la proteina de 48Kd identificada
por Melson y col (287) en inmunocomplejos circulantes de
pacientes con artritis reumatoide. Es diferente al
antigeno RA-33 (288).

Los anticuerpos anti-Sa se detectan en un 32% de
pacientes con artritis reumatoide y no aparecen en

individuos con otras enfermedades.

2.-Anticuerpos anti-44Kd de timo de conejo o anti-
RTE-44.

Los anticuerpos anti-44Kd reaccionan con una proteina
gimilar al péptido de 45Kd reconocido por sueros anti-RNP
y anti-Sm en el estudio de Francoeur (135,289), pero no
estd unida a ARN (G. Boire, comunicacién personal). Se
desconoce su naturaleza, su estructura y su localizacidn
celular. Los anticuerpos anti-44K4d se detectan en
pacientes con lupus eritematoso sistémico, artritis

reumatoide y otras enfermedades reumaticas. En 62
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pacientes con lupus eritematoso sistémico estudiados se

encontrd asociacidén con rash discoide y alopecia (290).

3.-Anticuerpos anti-58Kd de timo de conejo o anti-
RTE-58.

El antigeno RTE-58 corresponde probablemente a la
proteina de 56Kd descrita por Van Venrooij y col (291) ¥y
reconccida por sueros de pacientes con distintas
conectivopatias. La proteina de 56Kd se localiza en
citoplasma de células Hela y es diferente de la vimentina
y otras proteinas del cltoesqueleto. Los anticuerpos anti-
56Kd no son especificos de ninguna enfermedad (15). Los
anticuerpos anti-RTE-58 tampoco 1o son, aungue aparecen
generalmente en lupus eritematoso sistémico y en artritis
reumatoide. En 62 pacientes con lupus eritematoso
sisfémico se han relacionado con una mayor incidencia de
fenémeno de Raynaud, serositis y enfermedad intersticial

pulmonar (29Q0}.
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CONCLUSIONES
1.- El immunoblotting es una técnica reproductible vy
permite detectar simulténeamente los principales
anticuerpos anti-ENA en el suero de pacilentes con
enfermedades reumdticas sistémicas.
- identifica los diferentes polipéptides reconocidos
por los anticuerpos anti-RNP, anti-Sm y anti-Ro.
- la lectura es sencilla si1 se colocan en cada blot
los sueros de referencia adecuados y se conocen
los patrones positivos para cada anticuerpo.
- puede realizarse en la mayoria de los

laboratorios clinicos.

2.~ Las condiciones Sptimas para detectar
anticuerpos anti-ENA mediante immunoblotting son las
siguientes:

- electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
T=18% (200 voltios, 45 minutos), aplicando un
volumen de 100 ul y 800-~1000 pug de extracto en
cada gel.

- transferencia a papel de nitrocelulosa (100
voltios, 75 minutos).

- incubacidédn con sueros diluidos 1:5 y lavados del

papel con Tween-20.

3.~ El antigeno es facil de obtener y no es
indispensable trabajar con 1lineas celulares humanas ni

utilizar protocolos sofisticados de purificacién. E1
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antigeno se cobtiene de:
- timo de conejo extraido con ClNa 350 mM, que
contiene los antigenos La, Scl-70, Jo-1, RNP
(70Kd, A y C) vy Sm (BB' yv D).
- placenta humana extraida con ClNa 300mM, que
contiene los antigenos La y Ro (Ro 52Kd y Ro
60Kd) .

4.- El immunoblotting es mé&s sensible y especifico
que la contrainmunoelectroforesis o© 1la Iinmunodifusidn,
excepto en la deteccidédn de los anticuerpos anti-Ro:

- el 24% de los sueros anti-Ro reaccionan
exclusivamente con el antigeno Ro nativo y son
negativos en immunoblotting.

- el 20% presentan contralnmunoelectroforesis
negativa y reaccionan en immunoblotting,
generalmente contra el antigeno Ro6oKd (73%).

- el 56% reaccionan en contrainmunoelectroforesis y
en immunoblotting, reconociendo el antigeno Ro

52Kd (45%), el antigeno Ro 60Kd (28%) o ambos.

5.- La distribucién de los diagnésticos para cada
subgrupo de anticuerpos definido mediante immunoblotting
muestra que:

- 1la mayoria de los anticuerpos anti-La aparecen en

pacientes con lupus eritematoso sistémico o con
sindrome de Sjdgren.

- los anticuerpos anti~Scl 70 se detectan en
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pacientes con esclerodermia o enfermedad de Raynaud
primaria.

los anticuerpos anti-Jo 1 aparecen en pacientes con
polimiositis.

los anticuerpos anti-RNP (anti-70, anti-A y/o anti-
C) se detectan en pacientes con lupus eritematoso
sistémico o enfermedad mixta del +tejido conectivo,
Los anticuerpos anti-70Kd aparecen en todos los
sueros de enfermedad mixta del tejido conectivo y
en el 20% de sueros de lupus eritematoso sistémico.
en la respuesta anti-Sm los anticuerpos anti-BB'
son mas frecuentes que los anticuerpos anti-D y, de
ellos, solo los anticuerpos anti-D son especificos
de lupus eritematoso sistémico.

sueros definidos mediante
contrainmunoelectroforesis como anti-RNP pueden
reacclionar con BB' y D, Yy sueros anti-Sm reconocen
los péptidos 70Kd, A y C. En ambos casos pueden
existir reacciones cruzadas.

la heterogeneidad de los patrones anti-Ro sugiere
que esta respuesta es diferente en el lupus
eritematoso sistémico (anti-Ro 52K4 y 60Kad
asocilados), el sind:ome de Sj&gren primarioc (anti-
Ro 52K4d y anti-lLa), la artritis reumatoide (anti-Ro
60Kd), el lupus necnatal (anti-Ro 52Kd y anti-La) vy
el lupus eritematoso cuténeo subagudo (anti-Ro

nativo).
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6.~ El immunoblotting confirma las principales
correlaciones clinicas establecidas mediante
contrainmunoelectroforesis o inmunodifusién:

- los anticuerpos anti-70Kd y anti-A (RNP) se asocian
con una aumento significativo de la frecuencia de
fenémeno de Raynaud, edema en manos,
esclerodactilia y artritis en pacientes con
enfermedad mixta del tejido conectivo y lupus
eritematoso sistémico. En ambos procesos la
incidencia de nefropatia es baja en presencia de
anticuerpos anti-RNP,

- los anticuerpos anti-BB'(Sm) se correlacionan con
una mayor incidencia de trombosis arterial o venosa
y con mayores niveles de anticuerpos anti-ADN
nativo. Los pacientes con anticuerpos anti-D(Sm)
presentan mads vasculitis, fenémeno de Raynaud vy
artritis.

- los anticuerpos anti-Scl 70 se asocilan
significativamente con esclerosis cutdnea difusa y
enfermedad intersticial pulmonar en pacientes con
esclerodermia.

- los pacientes con lupus eritematoso sistemico y
anticuerpos anti-La presentan con mayor frecuencia
fotosensibilidad y factor reumatoide positivo,
niveles bajos de anticuerpos anti-ADN nativo y baja
incidencia de nefropatia.

- los anticuerpos anti-Ro se asocian <¢on un aumento

significativo de fotosensibilidad y factor
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reumatoide en el lupus eritematoso sistémico:;
sindrome de Sjdgren y factor reumatoide en la
artritis reumatoide} y afeccién neurcldgica y
factor reumatoide en el sindrome de Sjdgren

primario.

7.- El immunoblotting permite detectar nuevos
anticuerpos anti-ENA, en particular los anticuerpos anti-
48Kd de placenta humana o© anti-Sa de posible valor

diagndéstico en la artritis reumatoide.
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RESUMEN

El desarrollo de métodos inmunoenzimdticos como el
ELISA o el immunoblotting ha proporcionado nuevos sistemas
para i1dentificar 1los anticuerpos anti-ENA, mucho més
sensibles gue 1la contrainmunoelectroforesis 0 la
inmuncodifusién en geles de agarosa. Mediante
immunoblotting se ha demostrado que los anticuerpos anti-
RNP reaccionan con tres polipéptidos (70 K4, A y C), los
anticuerpos anti-Sm con dos (BB' y D) y los anticuerpos
anti-Ro con, al menos, otros dos ( 52Kd y 60Kd). Esta
heterogeneidad obliga a reexaminar 1la incidencia y el
significado clinico de los anticuerpos anti-ENA en las
enfermedades reuméticas sistémicas. Para ello se ha
estandarizado la técnica de immunoblotting utilizando
extractos antigénicos faciles de obtener. Se han estudiado
1645 sueros de 800 pacientes.

El protocolo descrito incluye la electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS con T=18%, la transferencia de
las proteinas ya separadas al papel de nitrocelulosa y los
lavados con Tween-20 tras la incubacién con suero del
paclente. Se detectan simultaneamente anticuerpos anti-La,
anti-Scl 70, anti-Jo 1, anti-RNP y anti-Sm (extracto de
timo) o© anticuerpos anti-La y anti-Ro (extracto de
placenta). El immunoblotting es m&s sensible y especifico
que la contrainmuncelectroforesis, excepto, en ia
deteccién de anticuerpos anti-Ro. Esto se debe a la
existencia de sueros gque reconocen exclusivamente el

antigeno Ro nativo. Los anticuerpos anti-70Kd y anti-A
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(RNP) son caracteristicos de la enfermedad mixta del
tejido conectivo pero no son especificeos. Los anticuerpos
anti-BB'(Sm) aparecen generalmente en el lupus eritematoso
sistémico pero sb8lo los anticuerpos anti-D son especificos
de dicha enfermedad. La respuesta anti-Ro parece ser
diferente en el sindrome de Sjdgren primarioc o en el lupus
neonatal (anti-Ro 52Kd), en la artritis reumatoide (anti-
Ro 60Kd) vy en el lupus eritematosc sistémico (anti-Ro 60Kd
y 52 Kd asociados).

El immunoblotting confirma las principales
correlaciones clinicas de los anticuerpos anti-ENA y
descubre otras nuevas, comc la asociacldn existente entre
los anticuerpos anti-BB' y la trombosis en pacientes con
lupus eritematoso sistémico. Ademds permite identificar
nuevos autoanticuerpos, entre ellos 1los dirigidos contra
una proteina de 48Kd, de placenta humana (anticuerpos
anti-Sa), gque aparecen exclusivamente en pacientes con

artritis reumatoide.
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Tabla 1.- Distribucién de 1los pacientes en el grupo A
(enfermedades reumaticas inflamatorias con alta probabilidad de
presentar anticuerpcs anti-ENA)

Diagnéstico Pacientes Sueros
lupus eritematoso sistémico * 127 486
lupus eritematoso crénico discoide 15 18
lupus eritematosoc cuténeo subagudo 5 10
lupus neonatal 3 4
bloqueo cardiaco congénito 8 10
esclerodermia * 28 51
polimiositis * 9 20
enfermedad mixta del tejido conectivo 6 6
queratoconjuntivitis sicca 11 12
sindrome de Sjogren primario 21 34
enfermedad de Raynaud primaria 23 28
conectivopatia no filiada 18 30
274 709
*incluyen pacientes que cumplian criterios de enfermedad mixta
del tejido conectivo (4 1lupus eritematoso sistémico, 5

esclerodermia, 1 pelimiositis).
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Tabla 2.- -Distribucidén de 1los pacientes en el grupo B
(enfermedades reumdticas inflamatorias con baja probabilidad de
presentar anticuerpos anti-ENA).

Diagnéstico timo de conejo placenta humana
pacientes {sueros) pacientes (sueros)

artritis reumatoide 154 (175) 325 (718)
artritis psoriasica 9 ( 9) 53 { 62)
sindrome de Reiter 2 { 2) 14 ( 14)
espondilitis angquilosante 0 { 0) 24 ( 24)
polimialgia reumatica 0 { o) 4 { ©6)
vasculitis: 7 ( 11) 12 ( 18)
- eritema nodoso 1 2
- granulematosis de Wegener 1 1
- poliarteritis nedesa 2 4
- vasculitis leucocitoclastica 2 4
- vasculitis aislada del
sistema nervicse central 1 1
179 444

86



Tabla 3.- Distribucidn de los pacientes en el grupo C (otras
enfermedades, reumatica o no, con baja probabilidad de presentar
anticuerpos anti-ENA).

Diagnéstico timo de conejo placenta humana
pacientes (sueros) pacientes (sueros)
Miscelanea 25 (25) 5
Sarcoidosis
enfermedad de Crohn
cirrosis biliar primaria
condrocalcinosis
artrosis
trombosis arterial
tiroiditis autoinmune
glomerulonefritis idiopatica
fiebre reumatica
abortos recurrentes
distrofia simpatica refleja
anenmia hemolitica
fibromialgia
trombopenia autoinmune
tuberculosis
gota
inmunodeficiencia c. variable
Moncartritis-poliartritis
sin filiar 11 (12) 37 (46)
Controles sanos 55 (55) 55 (55)

[y

HERPONLOOODONONENEF
[
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Tabla 4.- Calculo del peso molecular. Controles de peso
molecular (low molecular weigh markers, Pharmacia).

Proteina Peso molecular log 10 Rfs distancias (cm)
fosforilasa B 94,000 4.97 0.10 0.50 A
albumina 67.000 4.82 0.15 0.75 B
ovoalbimina 43.000 4.63 0.26 1.30 C
anhidrasa carbdénica 30.000 4.47 0.43 2.15 D
inhibidor tripsina 20.100 4.30 0.61 3.05 E
alfa-lactoalbumina 14.400 4,15 0.75 3.75 F

¢ distancia total recorrida por el frente proteico en la
electroforesis = 5 cm.
distancia recorrida por cada proteina

distancia total del frente proteico

e

A
B L | 1 aeae- B

——— o —— o " At — i i —
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Tabla 5.- Célculo del peso molecular. Suercos de referencia
positivos utilizando extractos de timo y placenta.

distancias (cm) Rf* logl0 peso molecular(d) antigeno

i A ek e . T Uk - e e A MR M i e o R M LB e e e M R R AR LR e e e M mm mm A e e e

0.45 0.09 5.00 100.000

0.55 0.11 4.93 86.000

0.80 0.16 4.81 65.000

0.95 0.19 4.74 56.000 Scl-70
1.45 0.29 4.59 39.000

2.55 0.51 4.39 25.000

1.20 0.24 4.66 46.000 Jo-1
0.70 0.14 4.84 70.000 70Kd
1.85 0.37 4.51 33.000 A RNP
2.85 0.57 4.34 22.000 c

2.30 0.46 4.44 28.000 B

2.15 0.43 4.46 29.000 B'

3.75 0.75 4.14 14.000 Cc

0.90 0.18 4.77 60.000 60Kd
1.05 0.21 4.71 52.000 52Kd Ro
1.20 0.24 4.65 45.000

1.60 0.32 4.56 37.000 La

1.70 0.34 4.54 35.000

e s A e e et M v e o M e e M AN M e et M bk e v A

* distancia total recorrida por el frente proteico

li
wn
Q
3
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Log 10 PM EXTRACTO DE TIMO

5 - = 100 kg @ ® Scl-70
- 86 kd @ Jo-1
4,9 - ©
070 kd- O RNp
4 g-mkd - 65 kd®
* ' Sm
4,7 -
4,6 - - 39 kd@
4.5 -
- 28-29 k¢ ®
4,4 -
n -
49 - 22 Kd
4,2 -
-14 kd 8
4,1 -
4 - 1 | 1 '

' | ! | | |
0,» 0,20,30,40,50,60,7 0,80,9 1
Rf

Tabla 5a.- Curva de calculo de los pesos moleculares.
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Log.10 PM EXTRACTO DE PLACENTA

4,9-
4,8 -

4,7 -

4,6~
a5 - 37-35Kd @
4,4
4,3 -
4,2 -

4,1+

4 - ! ] ! [ ' i (N | |
o,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Rf.

Tabla 5b.- Curva de cilculo de los pesos moleculares.
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Tabla 6.- Resultados del immunoblotting con extracto de timo
en 998 sueros de 537 pacientes.

Anticuerpos sueros (%) pacientes (%)
}_anti-La 96 (9.6) 34 (6.3) L
-anti-70Kd 84 (8.4) 40 (7.4) r

anti-A 100 (10.0) 43 (8.0)

anti-C 72 (7.2) 36 (6.7)

anti-BB' 139 (13.9) 42 (7.8)
| anti-D 53 (5.3) 21 (3.9) }

anti-Scl 70 20 (2.0) 12 (2.2)

anti-Jo 1 9 (0.9) 2 (0.3)

anti-58Kd 186 (10.6) 72 {(13.4)
“anti-44Kd 185 (18.5) 91 (16.9)
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Tabla 7.-Distribucidén de diagndsticos en pacientes con
anticuerpos anti-La, anti-Scl 70 y anti-Jol.

Diagnéstico n=34 n=12 n=2

anti-La antiScl70 anti-Jol
n (%) n (%) n (%)

lupus eritematosc sistémica 14 (41.1) . 0 I 0

artritis reumatoide 6 (17.6) 0 0 “

enfermedad mixta 1 (2.9) 0 0

Raynaud primario 0 2 (16.6) 0

esclerodermia 0 10 (83.3) 0

conectivapatia no definida 1 (2.9) 0 0

Sjégren primario 8 (23.5) 0 0

polimiositis 0 0 2 (100)

lupus cutanec subagudo 2 (5.8) O 0

lupus neonatal 2 (5.8) 0 0
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Tabla 8.- Distribucidén de diagndsticos en pacientes con
anticuerpos anti-RNP (70, A, C) y anti-Sm (BB', D).

Ir

Diagnéstico n=40 n=43 n=36 n=42 n=21 W
anti-70 |anti-A |anti-C |anti-BB' {anti-D |
n (%) [n® [n® Inx) |n (%)

lupus eritematoso sistemico 25 28 27 36 19
(62.5) {(65.1) |(75.0) (B85.7) (90.4)

enfermedad mixta * 14 T 14 7 3 1
(35.0) [(32.5) [(19.4) | (7.1) | (4.7)

esclerodermia 1 1 0 0 0
(2.5) (2.3)

conectivopatia no definida 0 0 0 1 1

(2.3) (4,7)*%
artritis reumatoide 0 0 2 2 O
— - (5.5) (4.7)

* incluye pacientes que desarrollaron lupus sistémico o
esclerodermia.

** tres criterios de lupus eritematoso sistémico (artritis no
erosiva, AAN y Ac anti-ADN nativo elevados).
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Tabla 9.-

Distribucién de diagndésticos en pacientes con

anticuerpos anti-RNP (combinaciones de anti-70, anti-A y anti-

C).

W:iagnéstico

n

36

anti-70 y A

n=61
anti-A y/o
anti-A y/o anti-C

n=30
anti-RNP
sin anti-Sm

lupus eritematose sistemico 22 (61.1) 42 (68.8) 14 (46.6)
enfermedad mixta * 13 (36.1) 16 (26.2) 13 (43.3)
esclerodermia 1 (2.7) 1 (1.6) 1 (3.3)
conectivopatia no definida 0 9] 0

artritis reumatoide 0 2 (3.2) 2 (6.6)

o

* incluye pacientes que desarrollaron lupus eritematoso sistémico

0 esclerodermia.
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Tabla 10.-

Distribucidén de diagndsticos en pacientes con
anticuerpos anti-Sm (BB', D).
——

1
n=48 n=13 n=17 n=31
Diagné6stico anti-BB' [anti-BB' |anti-Sm sin [anti-RNP
y/o D y D anti-RNP y anti-Sm
B n {%) n (%) n (%) n (%)
lupus eritematoso sistemico a7z 12 14 28
(87.5) (92.3) (82.3) (90.3)
enfermedad mixta * 3 0 0 3
(6.2) (8.6)
iznectivopatia no definida 1 1 1 8]
(2.0) (7.6) (5.8)
artritis reumatoide 2 O 2 O
(4.1) (11.7)
* incluye pacientes gque desarrollaron lupus sistémico o

esclerodermia.

** tres criterios de lupus eritematoso sistémico (artritis no

erosiva,

AAN y anticuerpos anti-ADN nativo elevados).
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Tabla 11.- Distribucién de diagnésticos en pacientes con
anticuerpos anti-58 Kd y anti-44 Kd.

Diagnéstico n=72 n=91 |
anti-58 Kd anti-44 Kd
n (%) n (%)
lupus eritematoso sistémico 26 (36.1) 35 (38.4)
artritis reumatoide 24 (33.3) 29 (31.8)
hr«renfermedacl mixta 6 (8.3) 3 (3.2)
Raynaud primaria 1 (1.3) 6 (6.5)
esclercdernia 2 (2.7) 5 (5.4)
conectivopatia no definida 4 (5.5) 1 (1.0)
Sidgren primaric 5 (6.9) 1 (1.0)
bloqueo AV congénito 1 (1.3) 2 (2.1)
granulomatosis de Wegener 1 (1.3) 0
condrocalcinosis 1 (1.3) 0
glomerulonefritis {dicpatica 1 (1.3) 0
poliomiositis 0 2 (2.1)
lupus crénics discoide 0O 3 (3.2)
artritis psorlésica 0 1 (1.0)
poliarteritis nodosa 0 1 (1.0)
vasculitis aislada SNC 0 1 (1.0)
tiroiditis autoinmune 0 1 (1.0)
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Tabla 12.- Resultados del immunoblotting con extracto de
placenta en 1709 sueros de 855 pacientes.

Anticuerpos sueros (%) pacientes (%)
Anti-La 120 (7.0) 48 (5.6)
Anti-Ro 52 Kd 132 (7.7) 55 (6.4)
Anti-Ro 60 Kd 134 (7.8) 75 (8.7)
Anti-Ro 52 aislado 77 (4.5) | 21 (2.4)
Anti-Ro 60 aislado 79 (4.6) 41 (4.7)
Anti-Ro 52 y Ro 60 55 (3.2) 34 (3.9)
Anti-48 K4 202 (11.8) 103 (12.0)
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anticuerpos anti-Ro 52 K4,

Tabla 13.-~

Distribucidén de

diagnésticos en pacientes con
anti-Ro 60 Kd y anti-La,

piagnbetics ?=55 n=75% nf48
anti-Ro 52 anti-Ro 60 anti-La
n (%) n (%) n (%)
lupus eritematosoc sistemice 32 (58.1) 40 (53.3) 21 (43.7)
artritis reumatoide g (16_3)4 26 (34.6) 9 (18.7)
lupus cutdneo subagudo 0 2 (2.6) 3 (6.3)
lupus discoide 1 (1.8 )4 0 1 (2.0)
lupus necnatal 2 (3.6) 0 2 (4.1) |
ssclerodermia 1 (1.8) 1 (1.3) 1 (2.0) |
) folimiositis 0 1 (1.3) 1 (2.0)
[s189xen primario 9 (16.3) 1 (1.3) 9 (18.7)
fonectivopatia no definida 1 (1.8) | 2 (2.6) 1 (2.0) |
Raynaud primario 0 1 (1.3) 0
artritis psorissica 0 1 (1.3) 0
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Tabla 14.- Distribucidén de diagnésticos en pacientes con
anticuerpos anti-Ro 52Kd y anti-Ro 60Kd, aislados y asociados.
 — ——————————— — _}____——— — e ———

n=21 n=41 n=34
Diagnéatico anti-Ro52Kd | anti-Ro 60Kd |anti-Ro 52 y
aislado aislado 60Kd
n (%) n_ (%) n_ (%)
iupua eritematosc sistémico 5 (23.8) 13 (31.7) 27 (79.4)
artritis reumatcide 3 (14.2) 20 (48.7) 6 (17.6)
lupus cuténec subagude 0 2 (4.8) 0
lupus discoide 1 (4.7) 0 0 |
lupus neonatal 2 (9.5) 0 0
esclerodernia 1 (4.7) 1 (2.4) 0
polimicsitis 0 1 (2.4) 0
“Sjtsgren primarioc 8 (38.0) 0 1 (2.9)
conectivopatia no definida 1 (4.7) 2 (4.8) 0
Raynaud primario 0 1 (2.4) 0
Eartritis psorissica 0 2 (2.4) 0
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Tabla 15.- Distribucién de los diagndsticos en pacientes con

anticuerpos anti-Ro52La,

anti-Ro60La y anti-Ro52/60La.

n=13 n=8 n=19
anti-
Diagnéstico anti-Ro52La anti-Ro60La Ro52/60La
n (%) n (%) n_ (%)
lupus eritematosc aistemico 3 (23.0) 1 ( 12.5) 17 (89.4)
artritis reumatoide 2 (15.3) 4 (50.0) 1 (5.2)
ﬁlupus cutineo subagud 0] 1 ( 12. 5 ) O
lupus discoide 1 ( 7. 6) O 0
lupus necnatal 2 ( 15.3 ) 0 0
polimiositis 8] 1 (12.5) 0
3jdgren primario 5 (38.4) 0 1 (5.2)
conectivopatia no definida 0 1 ( 12.5 ) O
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Tabla 16.-

Comparacidén de los resultados obtenidos mediante

immunoblotting y contrainmunoelectroforesis con extracto de timo

en 367 sueros.

] - ——— —————
n=61 n=51 n=49 n=9 n=3
anti-La | anti-RNP|anti-Sm| anti-Scl70 janti-Jol
n (%) n (%) n (%) n n
CIE positiva 43 25 21 9 2
| (70.4) (49.0) (42.8)
1B positivo 60 51 49 9 3
(98.3) (100) (100)
ClE positivo 1 0 0 O 0
18 negativo ( 1 . 6)
o poateive 18 26 28 0 1
i (29.5) | (50.9) | (57.1) |
CIE: contrainmunoelectroforesis, IB: immunoblotting.
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Tabla 17.- Resultados obtenidos mediante immunoblotting en

sueros con anticuerpos anti~-RNP o anti-Sm definidos mediante
contrainmuncelectroforesis.

q n=17 n=13
Anticuerpos anti-RNP sin anti-Sm | anti-Sm sin anti-RNP
n (%) n (%)
4 ]
anti-70kd 13 (76.4) 4 (30.7)
anti-a 11 (64.7) 6 (46.0)
anti-c 12 (70.5) 3 (23.0)
e e ( e s e e R
anti-BB’ 4 (23.5) 12 (92.3)
anti-D 1 (5.8) 13 (100)
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Tabla 18.- Comparacidén de los resultados obtenidos mediante
immunoblotting y contrainmunoelectroforesis con extracto de
placenta en 480 sueros.

CIE: contrainmunoelectroforesis, IB: immunoblotting.

n=77 n=153

anti-La anti-Ro

n (%) n_ (%)
CIE positiva 45 (58.4) 123 (80.3)
18 positivo 77 (100) 116 (75-8)
CIE positivo O 37 ( 24 .1 )
IB negativo
et 32 (41.5) 30 (19-6)
i;ng::t:izo 45 (58.4) 86 (56.2)
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Tabla 19.- Resultados obtenidos mediante immunoblotting en

sueros con anticuerpos anti-Ro definidos mediante
contrainmunoelectroforesis.

n=86 n=30
Anticuerpos anti-Ro CIE anti-Ro CIE
Immunoblotting positiva negativa
1B positivo IB positivo
n (%) n (%)

anti-Ro 52Kd aislados

39 (45.3) 4 (13.3)
anti Ro 60Kd aislados 24 ( 27.9 ) 22 (73.3)
e ————— — - ]
anti-Ro 52Kd
asociados 23 (26.7) 4 (13.3)

antili-Ro 60Kd
aarE—
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Tabla 20.-
eritematoso sistémico (I1).

Hallazgos clinicos en 107 pacientes con lupus

|

el bnmemrers? |

n %

artralgias 98 91.5
artritis 83 77.5
rigidez matutina 28 26.1
erosiones articulares 4.6

pinzamientos articulares 7.4

nodulos subcuténeos 18 16.8
rash discoide 17 15.8
rash malar 70 65.4
alopecia 51 47.6
fotosensibilidad 59 55.1
ulceras crales 42 39.2
vasculitis cuténea 33 30.8
purpura 13 12.1
edema en manos 12 11.2
esclerodactilia 5 4.6

telangiectasias 20 18.6
trombosis arterial/venosa 16 14.9
fenémeno de Raynaud 41 38.3
sindrome de Sj&gren 6 5.6

afeccidén neurologica 21 19.6
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Tabla 21.- Hallazgos clinicos en 107 pacientes con lupus

eritematoso sistémico (II).

- n %
afeccién pulmonar 44 41.1
pleuritis 30 28.0
afeccidén cardiaca 25 23.3
pericarditis 13 12.1
afeccidn hepéatica 26 24.2
|afeccidn muscular 8 7.4
afeccidn renal 72 67.2
| hematuria 56 52.3
cilindruria 27 25.2
| proteinuria 36 33.¢6
ﬂigfuficiencia renal 25 23.3 i
afeccidén hematolédgica 95 88.7
anemia 67 62.6
coombs positivo 10 9.3
leucopenia 63 58.8
linfopenia 30 28.0
_trombopenia 23 21.4
Mhipergammaglobulinemia 71 66.3
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Tabla 22.-

Correlacidédn clinica de los anticuerpos anti-RNP

detectados mediante immunoblotting en 107 pacientes con lupus

eritematoso sistémico.

L ————— =
[ n=37 n=70
anti-RNP anti-RNP
positivo negativo | chi * OR
n (%) n (%)
artritis 34 (91) 49 (70) 5.4 4.8
nédulos subcuténeos 12 ¢ 32 ) 6 (8) 8.2 5.1
edema en manos 8 (21) 4 (5) 4.6 4.5
fensmenc de Raynaud 24 ( 64 ) 17 ( 24 ) i 15.1 I 5.7 J.
proteinuria 7 {18) 29 (58) 4.5 0.3
insuticiencia renal (8) 22 (31) 6.1 0.1 L
hipergammaglobul inemia 31 (83 ) 40 (57 ) 6.5 4.0
anti-RNP (CIE) 16 (43) 1 (1) - 52.0
enti-sa (CIE) 7 (18) 2 (2) 6.1 | 7.9

CIE: contrainmunoelectroforesis

*p<0.05
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Tabla 23.-

eritematoso sistémico.

Correlacién clinica de los
detectados mediante immunoblotting en 107

anticuerpos anti-Sm
pacientes con lupus

=== E—
n=35 n=72

anti-Sm anti-Sm

positivo negativo chi * OR

n (%) n (%)
vasculitis 16 (45) 17 (23) 4.4 2.7
fendmeno de Raynaud 20 (57) 21 (29) 6.6 3.2
anti-RNP (1) 25 (71) 12 (16) 28.8 12.5
anti-sa (CIE) 8 (22) 1 (1) - 21.0

IB: immunoblotting,
*p<0.05.

CIE:

contrainmunoelectroforesis.
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Tabla 24.- Correlacidén clinica de los anticuerpos anti-La
detectados mediante immunoblotting en 107 pacientes con lupus

eritematoso sistémico.

e ———— —  H——
n=19 n=88 “
anti-La anti-La
positivo negativo| chi * OR
n (%) n (%)

fotosensibilidad 1 6 ( 84) 43 ( 48 ) 6.5 5.5
factor reumatoide positive 13 { 68) 21 ¢ 23 ) 12.3 6.9
anti-Ro (IB} _ i8 (94) _ 20 (22) - 61.2

IB: immuncoblotting.
*p<0.05.
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Tabla 25.-

Correlacidén clinica de 1los anticuerpos anti-Ro

detectados mediante contrainmunoelectroforesis en 107 pacientes
con lupus eritematosc sistémico.

[— —
n=39 n=68
anti-Ro anti-Ro
positivo negativo chi * OR
n (%) n (%)
Iiotcsensibilidad 31 ¢ 79 ) 28 ( 41 ) 13.1
vasculitis 7 (1_7) 35 (51) 10.3
:feCCién neurolégica 3 ( 7 ) 18 ( 26 ) 4.4 .
proteinuria 7 ( 17) 29 (42) 5.7
*n<0.05.
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Tabla 26. - Hallazgos clinicos en 23 pacientes con

esclerodermia.
ﬂ==_-=w —_— x
artralgias 16 69.5
artritis 11 47.8
I_erosiones articulares 3 13.0
alopecia 3 13.0
fotosensibilidad 2 B.6
ulceras orales 2 8.6
l_vasculitis cutédnea 5 21.7
edema en manos 12 52.1
esclerosis cutédnea difusa 12 52.1
esclerodactilia 19 82.6
telangiectasias 12 52.1
calcinosis 4 17.3
ernémeno de Raynaud 21 91.3
IIsindrome de Sjdgren 6 26.0
hipomotilidad esofagica 15 65.2
enfermedad intersticial pulmonar 12 52.1
miopatia 5 21.7
afeccidén renal 14 60.8
anemia 4 17.3
hipergammaglobulinemia 11 47.8
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Tabla 27.- Correlacidén clinica de los

en la esclerodermia.

anticuerpos anti-Scl 70

n=7 n=16
anti-Scl70 |{anti-Scl70
positivo negativo alfa« OR
n (%) n (%)
sgclerosis cutanea difusa 6 ( 85 ) 3 ( 37 ) O . 05 1_0 . O
enfermedad intersticial pulmonar 6 ( 85 ) 6 (37 ) 0 . 05 10 . O
AAN positiva 7 (100) 9 (56) 0.005 1.8
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Tabla 28.- Hallazgos clinicos en 16 pacientes con enfermedad

mixta del tejido conectivo (I).

“wm

_— ]

artralgias 12.5
artritis 81.2
nddulos subcuténeos 12.5

_alopecia 12.5
rash discoide B 6.2
rash malar 18.7
fotosensibilidad 18.7
|alceras corales 12.5
ulceras digitales 6.2
edema en mancs 14 87.5 |
esclerodactilia 12 75.0
esclerosis cuténea difusa 8 50.0
telangiectasias 7 43.7
vasculitis cuténea 4 25.0
calcinosis 1 6.2
fenémeno de Raynaud 16 100
ﬁheliotropo 1 6.2 !
L@iopatia 10 62.5
sindrome de Sjogren 3 18.7
hipomotilidad esofagica 5 31.
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Tabla 29.- Hallazgos clinicos en 16 pacientes con enfermedad

mixta del tejido conectivo (II).

n %
pericarditis 1 6.2
pleuritis 1 6.2
enfermedad intersticial pulmona 7 43.7
hematuria i 3 18.7
proteinuria/cilindruria 1 6.2
anemia 3 18.7
leuccopenia 4 25.0
linfopenia _ 1 6.2
trombopenia 2 12.5
hipergammaglobulinemia 14 87.5
ANA positivo (IFI) 16 100
factor reumatoide positivo 12 75.0
Ac anti-ADN nativo 5 31.2
Qéggcomplementemia 5 31.2

IFI:

inmunofluorescencia indirecta.
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Tabla 30.- Hallazgos clinicos en 21 pacientes con sindrome de

Sjbgren primario.

T

| n %

artralgias 14 66.6
artritis 5 23.8
fenémeno de Raynaud 2 9.5
afeccidn pulmonar 6 28.5
afeccidédn neuroléogica 5 | 23.8
tumefaccidén parotidea 8 38.0
vasculitis cutéanea 1 4 19.0
anemia 5 23.8
I_1e.ucopenia 7 33.3
hipergammaglobulinemia 8 38.0
AAN positivo (IFI) 16 76.1
factor reumatoide positivo 15 71.4
anti-Ro/SS A (CIE) 12 57.1

IFI: inmunofluorescencia

contrainmunoelectroforesis.

indirecta,

CIE:
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Tabla 31.- Hallazgos clinicos en 275 pacientes con artritis

reumatoide.

n %
o L P — L
erosiones articulares 230 83.6
pinzamientos articulares 247 8§9.8
grados radiolégicos 3-4 * 113 41.0
grados funcionales 3-4 * 62 22.5

nédulos subcutaneos 71 25.8
sindrome de Sjdgren 63 23.0
afeccidn pulmonar 23 8.3
amiloidosis 9 3.2
proteinuria *%* 13 4.7
AAN positivo (IFI) 158 57.4
factor reumatoide positivo 211 76.7

* Referencia 56, péagina 318.
** no relacionada con farmacos.
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Tabla 32.- Hallazgos clinicos en 23 pacientes diagnosticados

de conectivopatia no definida.

n %
artralgias 4 17.3
artritis 12 52.1
alopecia 2 8.6
ulceras orales 5 21.7
livedo reticularis 2 8.6
telangiectasias 2 8.6
fendmeno de Raynaud 3 13.0 i
miopatia 1 4.3
polineuritis 1 4.3
enfermedad intersticial pulmonar 1 4.3
accidente cerebrovascular 1 _ 4.3 1
citopenia 4 17.3 T
hipergammaglobulinemia 4 17.3
AAN positivo (1IFI) 15 65.2
lfactor reumatoide positivo 11 47.8 |
otros Ac (*) 4 17.3 H
(*) 1 anticuerpos antimitocondriales, 1 anticuerpos
anticentrémero, 1 anticuerpos anti-ADN nativo y 1 anticuerpos

anti-células parietales géstricas.
IFI: inmunofluorescencia indirecta.
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Anexo 1.~ Protocolo clinico

Fecha de nacimiento: sexo: nombre:

Fecha inicilo de enfermedad: NQ historia: Tfno:
Manifestaciones lniciales:

A. Familiares:

Articular: artralgias artritis rigidez matutina nédulos
subcuténeos erosiones pinzamientos subluxacidn
anguilosis coxitis cervical grado radiolégico

grado funcional

Cuténeo: rash discoide rash mariposa alopecia
fotosensibilidad aftas vasculitis pirpura
edema dorso manos esclerodermia difusa
esclerodactilia telangiectasias calcinosis Raynaud

8S: ojo Schirmer Rosa Bengala boca  gammagrafia

biopsia

Esbfago: disfagia hipomotilidad
Pulmén: disnea pleuritis radiologia disminucién DLCO
esplrometria
Coraz6tn: pericarditis miocarditis valvulopatia ECG
Sist.nervioso: central
periférico

- ——— g T e . . R S e S S R S et -

Higado: hepatomegalia transaminasas / fosfatasa alcalina

biopsia
Rifiébn: leucocituria microhematuria c¢ilindros proteinuria

Creatinina plasmética>1.4 biopsia HTA
Misculo: miositis CPK electromiografia

biopsia
Abortos: nuamero
Infecciones:
Tiroides:
Hematologia: anemia coombs leucopenia trombopenia
linfopenia hipergammaglobulinemia

Inmunologia:
ANA: patrdn: anti-ENA factor reumatoide
otros anticuerpos: C3/C4:
Tratamientos:

T —— T —— T —— A R A e W N AR B i e S M A Ak e
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Figura 1.- Gel de poliacrilamida 18%. Tincién con azul coomasie.
A y O=extractos de leucocitos humanos.
B=extracto de timo de conejo.
C=extracto de placenta humana.
D=marcadores de peso molecular
E=albimina bovina.
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Figura 2.- Patrones de anticuerpos con extracto de timo de conejo

(1).

1.-
2."
3.'
4.-
5-'
6."

anticuerpos anti-RNP (70K4,A,c).
anticuerpos anti-sSm (BB',D).
anticuerpos anti-La.

anticuerpos anti-Scl70.
anticuerpos anti-58Kd.
anticuerpos anti-44 Kd.
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Figura 3.- Patrones de anticuerpos con extracto de timo de
conejo (II).
1.- anticuerpos anti-Jol.
2.- anticuerpos anti-La.
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Figura 4.- Patrones de anticuerpos reconocidos con extracto de
placenta humana.
1.- anticuerpos anti-Ro 60Kd.
2.- anticuerpos anti-Ro 52Kd.
3.- anticuerpos anti-La.
~4,- anticuerpos anti-Sa.

2
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