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El suero de pacientescon enfermedadesautoinmunesse caracterizapor la presenciadc

autoanticuerposdirigidos a antígenospropios.La naturalezay localizaciónde los autoantígenos

reconocidosesmuy variadapudiendoserdesdereceptorescelulares,hormonase inmunoglobulinas,

hastacomponentesde matrizextracelular,citoplasmay núcleo(Botiazo eral., 1986; Henney, 1969;

Morelauderal., 1991; Eritízer& Salazar,1991).

Dentrodel amplio espectrode enfermedadesautoinmunes,el lupus eritematososistémico(LES) es

unaenfermedadsistémicade origen desconocidoquesecaracterizapor la afectaciónde multitud de

órganos.Las característicasclínicasobservadasen pacientescon LES son muy variadase incluyen

manifestacionescutáneas,musculoesqueléticas,hematológicasy renalesentreotras (Harrison,

1991).Aunquela prevalenciade estaenfermedadvaríasegúnlos autoresy la poblaciónde estudio,

SC ¡la encontradoqueafectamás a mujeresquea hombres,y queesmáscomúnen personasde raza

negraqueen blancos(Ferrell & Tan, 1985).

Ademásde las manifestacionesclínicas observadasen los pacientescon LES, una de las

característicasprincipalesde estaenfermedades la detecciónen suero y a títulos altos, de

aLiLoanLicuerp{isdirigidos frentea una gran variedadde autoantígdnos(Tan, 1 9S9).Entreéstosse

incluyen ADN, histonas,fosfolipidos como la cardiolipina,componentesde matriz extracelular,

ribosomas.polipéptidosRo/SSA y La¡SSB, y partículasribonucleoprotéicaspequeñasde la serieU

definidasporsu reactividadcon autoanticuerposanti-Sm y anti-U 1 RNP(PiseLsky, 1992; Monestier

& Kotzin. 1992; Love & Santoro.1990;Morelanderal., 1991;Fritzer& Salazar.1991).

El análisisde estarespuestade autoanticuerposesde gran utilidad en el diagnóstico,aceptándose

actualmenteque su presenciaesmarcadorde unapatologíaautoinmuneconcretay/o esde interés

proliostico (Tan. 1989;Tsokos¿tal., 1987).Así, la existenciade autoanticuerposanti-Smesuno de

los criteriosaceptadospor la SociedadAmericanade Reumatologiaparael diagnósticode LES (Tan

eral., 1982). Además,sesabeque la presenciade autoanticuerposanti-cardiolipinasecorrelaciona

con el nesgode padecertrombosis,trombocitopeniay abortosrecurrentes(Love & Santoro,1990),

que los autoanticuerposantiribosomalesseasociancon psicosislúpica (Bonfa¿tal., 1987), y que
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títulos altos de autoanticuerposanti-ADN coj-relacionancon enfermedadrenalen LES (Feldmanet

aL. 1982; Tan, 1989>.

1-. Autoanticuerposanti-ribonucleoproteína(Ro/SSA, La/SSB, Sm, Ul RNP, PO,

Pl y Pl) en pacientes con LES.

Entrelos autoanticuerposproducidosporpacientescon LES, los máscaracterísticossonaquellos

quereconocencomponentesdel núcleoo citoplasmacelular y que sedetectanen casila totalidadde

los pacientes.Dentro de estarespuestaseencuentrala dirigida a autoantigenoscuyacaracterística

común es su naturalezaribonucleoprotéica(RNP). Estas partículasRNP están formadaspor

polipéptidosde pesomolecularvariable asociadosa ARN de distintos tamañosy son Ro/SSA,

La/SSB.ribosomas.y ilbonucleoproteinasnuclearespequeñasde la serieU (snRNP)(Tabla1).

Las autoanticuerpos anti-Ro/SSA,identificadosinicialmenteen el suerode un pacientecon

LES sin anticuerposantinucleares(AAN) y que aparecentambié.n en pacientescon síndromede

Sjógren(SS)y síndromesclínicos comoel lupusdel neonatoy el lupuscutáneosubagudo(Clark et

al., 1969; Alspaugh& Tan. 1975;Tsokos¿tal., 1987), reconocenpartículasRNP pocoabundantes

(aproximadamentel0~ copiaspor célula> localizadasen el nucleo, aunqueactualmenteesta

localizacionaúnestásujetaa controversia(Boire & Craft, 1989).El principal componentedel sistema

Ro/SSA-anti-Ro/SSA.esun polipéptidoácidode 60 Kd asociadoa ARN de JaserieY denominados

h (humano)YI,hY3. hY4 y hY5 (Yamagataetal.,1984).Ademásde estepolipéptido,el análisisde

lisadoscrudosde linfocitos y eritrocitosha permitidoidentificar una proteínaadicionaldc 52 Kd

(linfocitos) y otrade 54 Kd (eritrocitos) (Rader¿tal., 1989). Estudiosrecientessugierenla existencia

de un polipéptidoadicionalde 46 Kd (calreticulina),aunquesu asociacióncon el sistemaRo/SSA-

anti-Ro/SSAaun estásujetaa controversia(McCauliffe ¿tal., 1990a;Rokeachet al., 1991). El

análisisde la reactividadanti-Ro/SSAen pacientescon LES y SS,ha indicadoqueaunquela mayoría
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de los suerosreconocenlos polipéptidosde 52 y 60 Kd simultáneamente,la reactividadexclusiva

frentea la formade 52 Kd seJimitaapacientescon SS, y la dirigida sóloalaformade 60 Kd aparece

en pacientescon LES (Ben-Chetrit¿taL, 199<)).

[4 BLA 1. Loca lizucion ~.‘

con LIsS.
caructer¡slicasde los autOantíg¿nosribonucleoprotéicos(RNP) reconocidosporpacientes

AUTOANTIGEN() LOCALIZACION CARACTERISTICAS MOLECULARES

Ro/SSA ~CitopJásmica? Polipéptidosde 60, 52, 54 y 48 Kd (calreticuliua)*
asociadosa ARN de ¡aserieY (hYl, hY3, hY4 y
hY5).

La/SSB Nuclear Polipéptidodc47,5 Kd asociadoa transcntosrecién

sintetizadospor la ARN polimerasaIII (4,55ARN.
SS ARN, Y5 ARN y (JI ARN cutreotros).

Sm Nuclear PolipéptidosB’ (29), E (28), D (Ib), E (12), F (11)
y 0(9 KW asociadosa UI, U2. LIS y U4IUÓ ARN.

LII RNP Nuclear PolipéptidosA(33). C (22) y deJOKd asociadosa
UI ARN

RNPrihosoniales Citopiásruica PosloproteinasPO(38), Pl (19) y P2 (17 KW dc la
subunidadgrandedel ribosorna.

¡ u iclacion dc la calreticulitiacon el sistemaRo/SSA estátodavíasujetaa controversia.

Los autoanticuerpos anti-La/SSB identificadospor primeravezen el suerode un paciente

con LES y quese detectantambiénen pacientescon SS (Mattioli & Reichlin, 1974; Alspaugh& Tan,

1975), reconocenuna fosfoproteinamuy conservadade la que se han descritoal menos ocho

isoespeciesrelacionadascon el gradode fosforilación (Francocur¿tal., 1985a).La localizaciónde

esteautoantigenoesnuclearexistiendoaproximadamente106copiasporcélulade mamífero(Stefano,
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1984).El pesomolecularde LaISSB oscilaentre45 y 5<) Kd dependiendodel origen,y estáformada

por dos dominios asimétricosen la distribución de aminoácidosy resistentesa la acción de

determinadasproteasas(Chan¿tal., 1986). Los ARN a los que se asociaestepolipéptidoincluyen

precursoresde SS ARN, UI ARN, 4.5S ARN, YS ARN, 7.2S ARN, Y5 ARN y algunosARN

codificadosporvirus comoEBER 1 y 2 de Epstein11am y VA-ARN 1 y VA-ARN II de adenovirus

entreotros (Mathews& Prancocur,1984). La fosfoproteinaLa/SSB seha encontradoasociadaal

menostransitoriamenteaRo/SSAen las partículasRo hY5 ( Boire & Craft, 1990).

Los autoanticuerpos a»U-Sm y anti-UIRNP (denominadoesteúltimo tambiénantiMo) se

detectanen un elevadoporcentajede pacientescon LES (Tan & Kunkel, 1966: Mattioli & Reichlin

1971),aunquelos anil-UI RNP aparecentambiéna títulos altosen la EnfermedadMixta del Tejido

Conectivo(EMTC), unaentidadcaracterizadapor la combinaciónde síndromesclínicossemejantesal

LES, esclerodermia,polimiositis y artritis reumatoide,y que sedefineserológicamentepor la elevada

frecuenciade apariciónde estosautoanticuerpos(Habets¿tal., 1983). El autoantigenoreconocido

consisteen partículassnRNPpresentesen el niácleo de todaslas célulasencariotas,y que están

formadaspor una seriede polipéptidosde pesomolecularvariableasociadosa ARN de lasedeU

definidosasí por su alto contenidoen uracilo (Busch¿tal., 1982; Sharp, 1987). Las partículas

snRNPmásabundantesson U 1. U2. US y U4/UÓ, estimándoseque existenalrededorde 2~ copias

de US y U4/UÓ, y 106 copiasde U] y U2 porcélulade mamífero(Craft, 1992) Mientrasque los

anticuerposanti-Sm precipitanUI, U2. US y U4/U6, los anti-Ul RNP sólo precipitanUI (Lerner et

aL, 1982).La aplicaciónde técnicasde “Westernblot” ha permitidoanalizartanto los polipéptidos

reconocidos,como los patronesde reactividadde suerosautoinmunes.Actualmentese aceptala

existenciade una seriede polipéptidoscomunesconocidoscomo proteínasdel ‘core, y que en

humanosse denominanB’ (29 Kd), 11 (28 Kd), D (16 Kd), E (12 Kd), F (II Kd) y G (9 Kd).

Ademásde estasproteínascomunes,algunaspartículassnRNPcontienenpolipéptidosexclusivos

que las caracterizanAsí. Uf RNP incluye los polipéptidosA (33 Kd), C (22 Kd) y 70 Kd, y U2
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RNP las proteínasA’(3 1 Kd) y B” (26.5 Kd) (Lerner¿tal., 1982;Conner¿tal., 1982).

Mientrasquelos anticuerposanti-Smreconocenlas proteínasB’, B, D, E, F y G comunesa todas

estaspartículas(principalmentereaccionancon B’IB y D), los polipéptidosexclusivosde un tipo de

partículasnRNP tambiénson reconocidospor suelosautoinmunes.Así, los anticuerposanti-UI

RNP. aunquereconocendébilmenteB’IB, reaccionanpreferentementecon las proteínasA, C y 70

Kd exclusivasde U 1, mientrasqueanticuerposanti-U2 RNP reaccionancon los polipéptidosA’ y

B” de U2 RNP (Habets¿tal., 1985; Craft, 1992).

Los autoanticuerpos anti-ribosornales detectadosen aproximadamenteel 12%de pacientes

con LES, reconocentresfos¡bproteinasácidasque formanpartede la subunidadgrandedel ribosoma

y quese denominanPo(38 Kd), Pl (19 Kd) y P2(17 Kd), habiéndosedescritounaasociaciónentre

la presenciade estosautoanticuerposy psicosis lúpica (Elkon ¿t al., 1985; Bonfa ¿t al., 1987:

Derksen¿taL. 1990).

Estos autoantígenosposeenfunciones muy conservadasy vitalesparalos procesoscelulares.

Así, las partículassnRNPreconocidasporautoanticuerposanti-Smy anti-UI RNP, seorganizanen

un complejomacromoleculardenominadocuerpode procesamientoqueparticipaen la eliminaciónde

intronesy postenorreligamíentode exonesen transcritosreciénsintetizadosde ARN o pre-ARNm

(Sharp,1987).Así, seha comprobadoqueestemecanismosepuedeinhibir pormedio de sueroscon

actividadesanti-Sm o anti-UIRNP(Lerner¿tal., 1982).Como cabríaesperarpor su papelactivo en

el procesamientode pre-ARNm,tantoel componenteprotéicocomolos U ARNs seencuentranmuy

conservados(Craft, 1992: Busch ¿tal., 1982).Estudiosde inmunoprecipitaciónhandemostradoque

los antisuerosanti-Sm y anti-U1 RNP precipitanpartículassnRNPtanto de humano,ratón o pollo

comode insectoso protozoos(Francoeur¿tal., 1985b; Lerner¿tal., 1982;Rokeach¿tal., 1989).

El polipéptidoLa/SSBsepiensaquepuedeestarimplicadoen la transcripciónmediadaporla ARN

polimerasa111 actuandoco¡nocofactor(Keene,1989; Whittingbam¿tal., 1989:Chan ¿tal., 1989).
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Las ¡uncionesde Ro/SSA no estántan claras,aunquesu asociacióncon La/SSBenpanículasRNP

sugierequepuedaintervenir tambiénen esteproceso(Boire & Craft, 199<); Deutscheretal., 1988).

Los polipéptidosPO, Pl y P2reconocidosporel subgrupode pacientescon LES y psicosisestán

directamenteimplicadosen la síntesisde proteínas.Se hademostradoqueanticuerposmonoclonales

anti-Pdirigidos al extremocarboxilo terminalde estasfosfoproteínas,inhibenel pasode elongación

de la síntesisde proteínasimpidiendola interaccióndel ribosomaconlos factoresdeelongaciónEF-

leí y EF-2 (Uchiumi ¿taL. 199<)).

Ademásde la participaciónen procesoscelularesvitales,su secuenciaciónha permitidoidentificar

característicasestructurales comunes en muchosde ellos (Tabla II). Así, se han encontrado

secuenciasRNP consensoen La/SSB, polipéptidosA y de 70 Kd asociadosa Ul RNP, y el

polipéptidoRo/SSAde 6<) Kd (Keene,1989; Sillekens ¿taL, 1987; Query¿tal., 1989; Deutscher¿t

al.. 1988); motivos “Helix-turn-helix” en el polipéptidoRo/SSAde 48 Kd (McCauliffe ¿tal., 1990a);

motivos“zinc-binding-finger”en los polipéptidosRo/SSA de 60 y 52 Kd (Deutscher¿tal., 1988;

Chaneral., 1991): motivos~‘leucmezipper” enelpolipéptidoRo/SSA de 52 Kd (Chan¿tal., 1991):

y motivos PP/aPGMR/iPPen los polipéptidos11, 11’, A y C de snRNP (Ohosone¿tal., 1989;

Rokeach¿tal., 1989; Sillekens ¿ti al., 1987: Yamamotoet al., 1988). La existencia de estas

característicasestructuralescomunes,sugiereque la respuestade autoanticuerposanti-RNP

encontradaen LES puedeestarestrechamenterelacionadaentresí.

Se sabepoco acercadel origen de estos autoanticuerpos.Algunos autorespostulanque el

estimuloinicial puedaoriginarsepor expresióndel autoantigenonuclearo citoplásmicoen membrana

plasmática(Baboonian¿taL, 1989: Koren¿ti aL, 1992).Sin embargo,la mayoríade los estudiosse

hanencaminadoa la búsquedade homologíasde secuenciacon proteínasde virus, postulándoseque

unareactividadcruzadapuedaserla responsablede su aparición(Oldstone,1989; Horsfall, 1992).



lntr<xIi lid Oil

‘E4BL4 II. Características estructurales comunesidentificadasen los autoantígenosribonucl¿oprotéwos.

CARACTERíSTICASESTRUCTURALES AUTOANTIGENOS

()ctámeroRNP conscnso Ro/SSA60 Kd, La/SSB,polipéptidosA y dc 70 Kd
asociadosaUI RNP y E” de U2 RNP,

Motivo zinctinding finger Ro/SSA60 Kd, Ro/SSA52 Kd.

Motivo rico cii prolinaPP/aPGMR/iPP PolipéptidosB, E’, Ay Cdc RNP pequeñasnucleares.

Así, se hanidentificadohomologíasde La/SSBcon la poliproteinagag del virus del sarcomafelino

(McNeilage ¿t al., 1992),Ro/SSAcon la proteínaN del virus de laestomatitisvesicular(Hardgrave

¿ti al., 1993), 11 ‘IB con la proteínagag p24 del virus de la inmunodeficienciahumanatipo 1 (Keyseret

al., 1992), y del polipéptidoD de Sm con el antígenonuclearde EpsteinBarr EBNA-í entreotros

(Rokeaeh¿ti al., 1988).

Sin embargo,hay variasevidenciasen contrade lahipótesisde homologíascon secuenciasviricas

comoresponsablede la generaciónde autoanticuerposanti-RNPen LES.

Una de ellas esque no seexplicasatisfactoriamentela respuestaa multitud de epítoposen un

mismoautoantigeno(Habetsu al., 199<)). El análisisde los autoepítoposreconocidospor los sueros

ha permitido identificar multitud de determinantesantigénicostanto linealescomocontormacionales,

quehacendifícil que unaúnicareactividadcruzadapuedaserla responsablede la apariciónde estos

autoanticuerpos.De estamanera,sehandescritovarios epítoposen La/SSB (Rauh¿tal., 1988: St

Clair ¿tal., 1988:McNeilage¿tal., 1992),Ro/SSA(Boire ¿tal., 1991),el polipéptidoA de U 1 RNP

(Habets¿ti al., 1990), y en fosfoproteinasribosomales(Elkon a aL, 1986).Cuandoestarespuestaes

consideradacomounaentidad,la policlonalidadsereflejaademásen la grandiversidadde proteínas

de secuenciasno relacionadasqueson antigénicasy específicasdel LES (Gharavi¿ial., 1988; Tan,

1989). Además, en algunos casos las regionesde homología forman parte de epítopos
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conformacionales(McNeilage¿ti al., ¡992),mientrasqueen otros la reactividadencontradafrenteala

secuenciahomólogaen laproteínavíricaha sido muy débil, no encontrándoseademáscorrelaciones

entreinleccionesporel virus encuestióne incidenciasdel LES (Routsias¿ti cl., 1994)

La apariciónde autoanticuerposcomo consecuenciade reactividadescruzadascon polipéptidosno

relacionados,parecemásfácil de entenderen aquelloscasosen los quesereconoceun únicoantígeno

(Tan, 1989).Una de las demostracionesexperimentalesmásconvincentesque implica a fenómenos

de mimetismo molecularen la apariciónde autoanticuerposlo constituyela respuestaa la proteína

básicade la mielina. En éstecaso,seha identificadounahomologíade 6 aminoácidosentrela región

encefalitogénicade éstaproteínay la ADN polimerasadel virus de la hepatitis11, habiéndose

comprobadoque la inmunizaciónde conejoscon péptidosvíricos origina no sólo respuestade

autoanticuerpos,sino ademásunalesión histológica(Horsfall, 1992).

No obstante,estudiosrecienteshan permitidocomprobarquela inmunizacióncon partículasRNP

extrañasintactas,la co-inmunizacióncon partículaspropiasintactasy polipéptidosde RNP extraños,

pero no la inmunizacióncon partículaspropiasintactas,origina una diversificaciónde la respuesta

frente a otros polipéptidosde la mismapartícula(Fatenelad¿tal., 1993: Fatenejad¿tal., 1994).Este

mecanismono pareceríaestaren contradiccioncon Jahipólesisde unaúnicareactividadcruzadacorno

responsablede la apariciónde estosautoanticuerpos,yaqueéstapodríaoriginarel reconocimientode

otros polipéptidosde la misma partículaRNP debido a las homologíasque éstosposeenentresi

(Ohosone¿tal., 1989; Rokeacb¿ti al., 1989: Yamamoto¿tal., 1988; Sillekens¿tal., 1987).

Segúnestemecanismo,el mimetismomolecularentresecuenciasde virus o agentesinfecciososen

generaly un polipéptidoconcretode unapartículaRNP, podríatraerconsigoel reconocimientodel

autoantígenodel hospedadorlo que a su vezpodríaoriginar una diversificaciónde la respuestaa

otros polipéptidosde la misma o de distinta partículaRNP. Deestamanera,el autoantígenoy la

proteínadel agenteinfecciosodeberíanserlo suficientementehomólogosparapermitir la reactividad

cruzada,y Jo suficientementedistintoscomo parasercapazde romperla toleranciaa lo propio

(Oldstone,1987).
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2-. Anticuerpos dirigidos a componentes de matriz extracelular en pacientes con

LES.

La matrizextracelular(MEC) esun entramadode macromoléculasquejunto al componentecelular

constituyelos tejidos. Aunquehastahacepoco tiemposeconsiderabaquee! papelde estamatrizera

simplementemantenerla estructurafísicadel tejido, ahorasesabequejuegaun papelcrucialen la

regulaciónde una seriede procesosbiológicoscomo el desarrollo,migración,diferenciacióny

proliferacion celular. Las macromoléculasque forman la MEC se agrupan en tres tipos

fundamentales:proteoglicanos,colágenos,y glicopí-oteinasno colagenosascomo laminina y

fibronectina.Debido a que el LES seenglobadentrode las denominadasenfermedadesdel tejido

conectivo,se han desarrolladonumerososestudiosencaminadosa analizarreactividadesfrente a

estoscomponentesde MEC (TablaIII).

Lajibronectina (FN) esunaglicoproteinamultidominio de aproximadamente44<) Kd compuesta

por dos subunidadessimilaresunidasentresí porpuentesdisulfuro. Básicamente,las dos ferinas

principalesde EN, la FN plasmáticay la FN celular o hística,difieren entresí en que la segunda

~O5CC una secuenciatipo III adicional que la hacerelativamenteinsoluble (Canonge,1992).

Recientementeseha desculola presenciade anticuerposdirigidos a la formasolublede FN en un alío

porcentajede pacientescon LES (29%) (Atta ¿t al., 1994a). Estos anticuerposreconocen

principalmenteel dominio de 30 Kd implicado en la unión a colágeno,encontrándoseque son

capacesde inhibir la unión de colágenotipo 1 a FN, asícomo de disminuir la adhesiónde célulasa

pocillos preincubadoscon estaglicoproteina(Atta ¿tal, 1994b). Los nivelesde actividadanti-FN

detectadaen el suerode estospacienteshansido bajos,habiéndosesugeridoquepuedaserdebidoa

la unión de los anticuerposaFN solublepresenteen la circulación (Atta ¿tal., 1994a).
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JAfiLA III. Anticuerposdirigidos a componentesdeMEC ¿n LESy modelosmurinosde lupus.

COMPONENTE DE MEC REFERENCIA

Fi hn mcc tina
LES Atta ¿tal., l994a

Atiaetal.. 1994

Colágenos tipos 1. II. 111,1V y V
LES Moreland¿tal.. 1991
RatonesMRL-Ipr Ratkay¿tal., 1991

GIucosaminglucanos
LES Panherel al., 1984

Larninina
RatonesMRL-lpr Ratkay¿tal.. 1991
Enfermedadinjeflo frentea hospedador Florquinet al., 1991

Además de la presenciade anticuerposanti-FN, algunosestudioshan permitido identificar

anticuerposdirigidos a varios tipos de colágenostanto en LES como en modelosmurinos de esta

enfermedad.Los colágenosconstituyenuna familia de proteínasde A4EC de los queseconocenal

menosdoce tipos, y cuyacaracterísticaprincipal es que formanuna estructurarígida helicoidal

constituidapor trescadenasu enrolladasentresí formandounatriple hélice (Darnelí¿tal., 1993).

En un estudiollevado a cabocon el fin de analizarla respuestade anticuerposanti-colágenoen

pacientescon LES, se pudo demostrarque aproximadamenteel 85% de enfermosreconocían

colágenotipo IV y el ‘70% colágenotipo y (Moreland ¿tal., 1991). Ademásde estarespuesta

mayoritaria, tambiénsedemostróreactividadfrente a otros tipos de colágenos(tipos 1, II y III)

aunqueno frentea laminina. Se ha postuladoque la reactividada colágenotipo IV puedeonginarse

porexposicionde estasmoléculastrasla destruccióndel endotelioen pacientescon LES y vasculitis,

mientrasque la apariciónde anticuerposanti-colágenotipo V podríarelacionarsecon el depósitode

complejosinmunesDNA-anti-DNA en el mesangioqueoriginaríael dañoen éstey la exposiciónde

epítoposde estamolécula.Estudiosindependientesrealizadoscon ratonesMRL-lpr, han indicado
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que la respuestadirigida a un tipo de colágenoen particulares inhibible por otros colágenos,

indicandoque la población de anticuerposdetectadaessimilar (Ratkay ¿ti al., 1991).Esto seha

explicadoporque la respuestaestádirigida principalmentea epitoposde la porciónhelicoidal de

moléculasnativascompartidaspor muchostipos de colágenos.

Otroscomponentesde MEC frentea los quesehandetectadoanticuerposen pacientescon LES lo

constituyenlos glucosaminglucanos,concretamenteel condroitínsulfato,heparánsulfato y ácido

hialurónico (Pisetsky, 1992). Se ha demostradoque los niveles de anticuerposdirigidos a estos

constituyentesde proteoglicanoscorrelacionancon los títulos de autoanticuerposanti-ADN,

encontrándoseademásque autoanticuerposanti-ADN purificadossoncapacesde reconocerácido

bialurónico(Faaber¿tal.. 1984). Estareactividadcruzadaseha relacionadocon la capacidadque

poseenalgunosanticuerposanti-ADN de bajaafinidadde reconocerestructurasrepetitivascargadas

negativamentedistintasde ADN (Isenberg& Shoenfeld,1987;Naparstek& Plotz, 1993).

Aunqueen algunosestudiosno seha detectadola existenciade anticuerposanti-laminina (LMN)

en LES humano(Moreland¿tal., 1991),sisehandescritoen modelosexperimentalesde lupusasí

comoen la enfermedadinjerto frentea hospedador,dondeademássehanimplicadodirectamenteen

la inmunopatologiarenal (Ratkay¿tal., 1991; Florquin ¿ti aL, 1991). Estosanticuerposhan sido

detectadostambiénen pacientescon esclerodermiay fenómenode Raynaud(Gabrielli ¿ti al., 1988;

Gabrielli ¿tal., 1991),habiéndoserelacionadoestareactividadcon el reconocimientode epítopos

galactosil(al -3)-galactosapresentesen LMN de sarcomamurino (Gabrielli ¿ti al., 1991).

La LMN esunaglicoproteinamultidominiolocalizadaen la membranabasal,la matrizextracelular

sobrela queseapoyanlas célulasepitelialesy querodeacélulasgrasasy muscularesentreotras.Esta

glicoproteinamultidominioestáformadapordoscadenasligeras111 y B2 de aproximadamenteel

mismo tamaño(230 y 220 Kd), y una cadenapesadaA (40<> Kd) que seasocianformandouna

estructuracruciformeestabilizadapor puentesdisulfuro (Beck ¿tal., 1990; Timpí ¿ti al., 1987).La

LMN fue aisladainicialmentea partir detumormurinoEngelbreth-Holm-Swarm(EHS)ya que puede

ser fácilmente extraída y purificada de esta fuente bajo condiciones no reductorasy no
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desnaturalizantes.Debido a que el aislamientode la LMN de otrasfuentesimplica tratamientos

desnaturalizantes,la mayoríade los estudiosinmunológicosse hanllevado a cabocon LMN de este

origen.EstaLMN poseeuna identidaddel 74% en las regionesG2 a G5 con LMN humana,y una

homologíadel 90% enotraspartesde la molécula(Beck¿tal., 1990).

Se han atribuido a estaglicoproteinamultitud de funcionesentrelas que seincluyenadhesión,

migración,crecimientoy diferenciaciónde vatios tipos celulares(Sasaki¿tal., 1988; Aumailley ¿ti

al., 1987:Graft ¿tal., 1987: Kuboata¿tal., 1992).Así, la LMN interaccionacon célulasa travésde

un gran númerode receptores(integrinasy no integrinas),y con otroscomponentesde membranas

basalescorno colágenotipo IV, proteoglicanos,y nidogen/entactina(Mecham,1991;Clément¿tal.,

1990: Languino¿tal., 1989: Shimizu¿tal., 1990).

3-. Autoanticuerpos e infestaciones por parásitos. Relación con la respuesta de

autoanticuerpos característica de pacientes con LES.

La relaciónentreenfermedadesautoinmunese infecciosasha sido estudiadadurantemuchotiempo.

Aunquecomoya se comentóanteriormentela mayoría de los estudiosse han encaminadoa la

búsquedade homologíasde secuenciaentreautoantígenosy proteínasde origenvirico, actualmente

se estáanalizandola existenciade reactividadessimilareseninfestacionespor parásitos.

Una de las característicasque relacionanlas enfermedadesautoinmunescomo el LES y las

infestacionespor parásitos.esla hipergammaglobulinemiaasociadaal reconocimientode una gran

variedadde antígenospropios (Gharavi¿t al., 1988; Shoenfeld& Cohen, 1987). El conocimiento

que se tiene actualmentesobrelos autoantígenosRo/SSA,La/SSE,Sm, U 1 RNP y fosfoproreinas

ribosomalesPO. Pl y P2, ha permitido comprobarque éstosparticipanactivamenteen procesos

vitalesparalacélulacomo transcripcióny síntesisde proteínas.Así, podríadarselacircunstanciade

quedentrode la respuestapoliclonal desarrolladapor un pacienteparasitado,sepudieraincluir el

reconocimientode estos auboantígenosaltamenteconservadose identificados en especies
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lilogenéticamentealejadas(TablaIV).

En este sentido, estudiosde inmunoprecipitaciónhan permitidocomprobarque sueroscon

actividadesanti-La/SSB, Sm, UJ RNP o anti-ribosomal son capaces de reconocer

polipéptidos similaresasociadosa ARN de tamañosparecidosen el protozoo Plasmodium

falciparuni. el causantede la malariaen humanos,indicandoque los autoanticuerposhumanos

reconocenepítoposmuy conservadospresentesinclusoen cucariotasinferiores(Francocur«tal.

1985b).Porotro lado, el análisisde la secuenciade uno de los polipéptidosde la partículaRo/SSA

(calreticulina)reconocido por el suerode pacientescon LES, ha permitido identificar una gran

homología(67%> con un epitopo inmunodominantede Onchocercavolvulus (McCauliffe ¿tal.,

1990a:McCauliffe ¿tal., 1990b; Unnasch¿tal., 1988).Se ha postuladoque estaelevadahomología

sea la responsablede la apariciónde autoanticuerposanti-Ro/SSAen pacientescon oncocercosís

(Lux et al., 1992). En la enfermedadde Chagasseha descritola existenciade anticuerposanti-

ribosomalesasociadoscon cardiomiopatíay concretamentecon miocarditis activa,encontrándose

ademásuna homologíasignificativa entreuno de los principalesdeterminantesantigénicosde

7’rvpanosonwcran y las fosjoproteínas ribosomales PO, Pl y P2 reconocidaspor el 1 2% de

suerosde pacientescon LES (Mesri¿tal., 1990;Levin, 1991).

Otros autoanticuerposcaracterísticosdel LES y quese han identificadotambiénen infestaciones

por parásitosson los autoanticuerposanti-ADN. Estosanticuerpossehan encontradoen pacientes

con esquistosomiasisy lilariasis, sin que hayauna aparenterelación con los síntomasclínicos

asociadosa su presenciaen LES (Thomas¿tal., 1989).Del tnismomodo, sehanencontradoniveles

elevadosde anticuerposanti-Iosfolípido (pdncipalmenteaniónicoscomo la cardiolipina) en

pacientescon malariay tilariasisentreotros, aunquesu asociacióncon riesgode padecertrombosiso

abortosrepetitivosno ha podido serdemostrada(Thomas¿ti al., 1989;Facer& Agiostratidou, 1994).

Estas reactividadescruzadasno se han encontradodirigidas sólo a antígenosnucleares,

citoplásmicoso de membrana.Numerososestudioshan permitido identificar la presenciade

anticuerposdiuigidosa componentesde MEC comolaininina o colágenos(TablaIV).
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TABLA IV. Anticuerposantinucleares,anticitoplasmay antimatrizextracelularen aif¿MociOnespor

parásitos.

ANTIGENO PARASITOSIS REFERENCIA

Foslbproteínas
ribosotnalesPO. Pl y P2 Enfermedadde Chagas Mesri ¿t al., 1990

Ro/SSA 48 Kd (caireticulina) Oncocercosis Lux et ¿¡1., 1992

DNA Pilariasis,
Esquistosomiasis Thomasetal.. 1989

Cardiolipina Filariasis,
Esquistosomiasis Thomasci al.. 1989
Malana Pacer& Agiostratidon, 1994

Laininina EiifermedaddeChagas,
Leishman¡asis Towbin et al., 1987

Filariasis Petralanda& Piessens.1994

Colágenotipo IV Pilariasis Petralanda& Pie~.sens,1994

Así, se ha comprobadola existenciade anticuerposanti-LMN en enfermedadde Chagas,

leishmaniasiscutáneaamericanay, recientemente,en filariasis (Towbin ¿tal., 1987; Petralanda&

Piessens,1994). En estoscasos,al igual queen los anticuerposanti-LMN detectadosen pacientes

con esclerodermiay en poblaciónnormal, la reactividadestádirigida piincipalmentea epítopos

galactosil(ul-3)-galactosapresentesenLMN (Towbin ¿tal., 1987; Avila ¿ti al., 1988: Gabrielli ¿ti

al., 1991).En algunoscasosseha podidoidentificar la existenciade proteínassemejantesa LMN en

la superficiede los parásitos,postulándoseque su reconocimientopuedaserel responsablede la

producciónde estosanticuerpos(Bretana¿tal., 1986).

Los anticuerposanti -colágenosehan detectadotambiénen infestacionesporparásitos.Así, el

suerode pacientesparasitadospor O. volvuíuscontieneanticuerposreactivoscon colágenotipo IV

pero no con tipos 1-111. Aunque se han descritomoléculassemejantesa colágenoshumanosen la

superficiede algunosnemátodosde la SuperfamiliaFilarioidea(Selkirk ¿ti al., 1989),la reactividad

S.J

U
y
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encontradaen el suerode pacientescon oncocercosisno ha podido serabsorbidacon proteínasde

cutícula,habiéndoserelacionadola presenciadeéstosanticuerposcon la degradacióndecolágenosde

membranabasalpor proteasasderivadasdel parásito(Petralanda& Piessens,1994).

Por tanto, la identificaciónde proteínasde protozoosy helmintoshomólogasa autoantígenos

humanosnucleares,citoplásmicoso de MEC, podríaserun indicador tantode un origeninfeccioso

en la apariciónde autoanticuerposen enfermedadesautoinmunes,como de un posible papel

patogénicode los autoanticuerposen las manifestacionesclínicas asociadasa infestacionespor

parásitos(Levin, 1991: Meilof ¿ti aL, 1993).
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El trabajo desarrolladoen estaTesis Doctoralsefundamentaen el estudiocomparativode la

respuestahumoral a antígenosnucleares,citoplásmicosy de matriz extracelularen pacientescon

lupus eritematososistémico(LES) y en infestacionespor protozoosy/o helmintos,con el objetivo de

analizarsi en ambassituacionesde hiperganimaglobulinemiasepuedenoriginaranticuerposdirigidos

tremealos mismosautoantígenosy, si asífuera,evaluarposiblesdiferenciasen su reconocimiento.

Esteestudioseha centradoen dos aspectos:

1-. En primerlugar, enel análisisde la respuestaa autoantígenosnuclearesy citoplásmicos

de naturaleza ribonucleoprotéica (Ro/SSA, La/SSB, Sm, Ul RNP y ribosomas) en

pacientescon LES y en una poblaciónheterogéneade pacientesparasitados(protozoosy/o

helmintos).El objetivo esanalizarsi la respuestapoliclonal desarrolladaporindividuosde estaúltima

población,puedeincluir el reconocimientode estosautoantígenosmuy conservadosy característicos

de LES.

Estonospermitiráademásdesarrollarensayosde “Wesíernblot” sensiblesy fiablesque permitan

suutilidad parala detecciónde autoanticuerposenpacientescon LES.

2-. En segundolugar. en el análisis comparativode la respuestaa laminina (matriz

extracelular)en pacientesparasitadospor nernátodosde la SuperfamiliaFilarioidea, LES y

poblaciónnormal con el objetivo de estudiarposiblesdiferenciasen el reconocimientode esta

glicoproteína.

Los resultadosflOS penffitirándiscutir sobrela especificidadde la respuestadeautoanticuerposanti-

RNP en LES, asi como sobrela posibilidadde que al desarrollarseuna respuestade anticuerpos

dirigidosa un mismo antígenotantoen LES comoen infestacionesporparásitos,el reconocimiento

de ésteseao no semejante.
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1-. MATERIALES.

1. Sueros.

1.1. Población de pacientescon lupus eritematoso sistémico (LES). Cien muestrasde suero

procedentesdel Serviciode Reumatologíadel HospitalRamóny Cajal (Madrid), y pertenecientesa

pacientesdiagnosticadosquecumplíanal menostresde los oncecriteriosde la AsociaciónAmericana

de Reumatología(AAR) parael diagnósticode estaenfermedad.

1.2. Poblaciónde pacientesparasitados.Cuarentay ocho muestrasde sueroprocedentesdel

Serviciode EnfermedadesInfecciosasdel CentroNacional de InvestigaciónClínica y Medicina

Preventiva <CIC, Instituto de Salud Carlos III. Madrid). La presenciade parásitosse determinóen el

Servicio de Microbiología del citado centro.La mayoríadc estossuelospertenecíana pacientes

parasitadospor nemátodosde la SuperfamiliaFilarioidea (Mansoneilap¿rstans,M.streptioc¿rca,

Onclwcercavolvulus y Loa loa), encontrándosetambiénnemátodosde la SuperfamiliaAscaridoidea

(Ascaris lumbricoides) y Trichuroidea (Trichuris trichiura), tremátodosde la Superfamilia

Schistosomatoidea(Schistosomamansoní)y varias especiesde protozoos(Entamo¿bahiÑroívtica,

Giardia lamblia, Bíastiocystíxhominisy Plasmodiumnfálciparum).

- Subpoblación1: muestrasde suerosde una poblaciónheterogéneade individuosparasitados

(n=33). Tres muestraspertenecíana sujetoscon cosinofilia e IgE elevadapero no se detectaron

parásitosen el momentodel estudio.La mayoríade estossuerosfueronanalizadospor lEí sobre

células Hep-2 y criocortesde tejido de rata, empleándoseposteriormenteparael estudiode la

presenciade anticuerposantiribonucleoproteinapor ELISA, “Westernblot” e inmunoprecipitaciónde

ARN. La identidadde éstosy los resultadosdel examenparasitológicoaparecenen la TablaV.

- SubpoblaciónII: muestrasde sueroseleccionadasen basea la existenciade parásitosde la

SuperfamiliaEilarioidea(n=30)y quefueronempleadasparael análisisde la presenciade anticuerpos

anti-laminina.En estasubpoblaciónse incluyeronaquellossuerosde la poblaciónanterioren los que
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habíasuficientevolumende muestra,ampliandoel ámbito de estudiohastaun total de 30 muestras.

La identidad delos suerosy los resultadosdel examenparasitológicoaparecenen la TablaVI.

1.3. Población de controlesnormales.Treintamuestrasde suerode poblaciónnormalespañola

seleccionadaaleatojiamenteprocedentesdel OC, Instituto de SaludCarlosIII, Madrid.

1.4. Sueroscontrolescon autoanticuerposde especificidadconocida.Muestrasproporcionadaspor

los Serviciosde Inmunología de los HospitalesGregorioMarañón,La Paz,Ramóny Cajal (Madrid)

y SantaCruz y San Pablo(Barcelona).Los autoantígenosreconocidoshabíansido determinados

previamentepor contrainmunoelectrotoresis.“Western-blot” o inmunoprecipitaciónde ARN.

Todoslos suerosfueron alicuotadosy almacenadosa 400C.

SABIA y. Identidaddesuerosyparásitosencoalrodos vn> lii poblavionheterogéneadc sujetos
parashadosatad/radapor lESsobre yyéiuIa~ fIep-2 y criovortes de tejido de ¡ata, así ‘:Yo;no por ELISA.
“Wesíern /,ioí’ e inmunop revi»itacióndeARNconantígenosnuvíecresy cuopldsmwos.

EXAMENPARASITOL(XNC<)

fi Ram,,,,,
>2 Al. pv;van,’, 1.. tau, 1 trivh¿uru,, E. li/sta!vaco
¡>3 <1 va/inIvis, Al. pv,xstans, Al..’ treplave,•j a
1>4 1).

¡>5 Al. pe¡stco¡s
¡>6 Al. pr rsians
¡>7 Al. pv rstaas
¡‘8 Al. ¡>I?Yv¡OJI.I

1>’) <9. va/ru/os
1’ ¡ 0 Al. pendan>, O. valva/ns
1>1 ¡ Al. pr,> jan,’

1 2 E. ¡nansaul
1>13 A. Iunzbricaides
¡‘¡4 Al. persian>, L. loa, 11 irichiura

¡ 5 1? tv/ch/ura,A. la,nbric a/des, E. histolytica
1> 1 6 Al. pvislas y, A. /ambricaides,T. (deP/ura, O. lamO/ja

¡ 7 Al. persían.’,A. tun,),rica/des, E. 6amin,,’
1>11= NI).
1>?) Al. persian>
P2() Al. persian>, O. va/ru/as, A. lambricaides
[‘2 I Al oer,’tan,’, E, l¡c>m/n/s
¡>22 Al. pv;,vtanv
1>23 Nt)t.
¡>24 N O.
¡>25 A /umb,icoides,7. trichiura, 1>. Jale/parar,,

E. h/sta/vlica, 8. 6am/a/e, O. vaIra]a,’
>26 Al. pvreían>, 1. tachiura

¡>27 Al. pvisbn>. 1.. lan
¡>28 Al. pv r,’tans, 11. /íamjí;ís
>29 o. va¡

1-> 3<} Al. pv,sta,>s
1’ 3 ¡ O. rol, rilas
¡>32 0. vairulus
¿33 M. pe;slans

Nl): No sc vncantnron purfisi¡as en el nma,nento do> estudio. N.J)*: pacien¡viniecíadi,por Treponemapa//idwn.
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LABIA VI Identidadde suerosypará..itosencontradosen/apob/ac/ónse/eee/onadapata el
estadiodela presencia.deanticuemosmn/-la¡n/n/na.

IINiNTIDM) EXAMEN PARA5ITOI.<x;ICo

[>2 Al, perslans, L. /aa, 71 Ir/ch/ura, E. li/sta/y/ca
03 0. ,a/vu/as,Al. perstans,Al.streplacerca
¡>4 O. va/ralas
1>5 Al. perslaus
1>6 Al. perstaas
¡‘8 Al. pe;sians
¡>9 O. vi>!> ulus

¡ (1 Al. pe,slans, 0. va/ru!ii.’
¡ 1 Al. perstaus

1> 4 Al. peInan.’; 1.. loa, JI br/eh/ura
[>29 (3. rolvulus
1>3(1 Al. pee<la;is
[>3¡ (3. va/ruin>
>32 (3. ra/í alas

¡>33 Al. persínus
¡ >34 1.. /aa, 1’. la/e/paru/ji
1>35 Al. pejslans, 1.. loa, 1. Ir/ch/ura
[>3<; 1.. toe,
037 Al. prostaus
¡>38 O. ro/ru/as

¡‘3<> 0. rol ru/un, Al. ¡se,siújn.<
¡>4(1 Al. perstaus
041 Al. pr rítans
¡>42 Al. perslaus. O. va/valvis
¡>43 Al. perstaas
[‘44 Al. pr 15laos
[, 45 Al. pr rstans, O. va/raía>
>4<; Al. pervíans

¡>47 Al. ~C 114 latís

¡>48 1.. loa

2. Anticuerpos.

2.1. Anticuerpomonoclonal(clonMK1AG) anti-lgG(Fc)humanaconjugadocon FA (TheBinding

Site, Birmingham.UK).

2.2. Anticuerpopoliclonal de conejoanti-IgG humana(cadenay) conjugadocon FITC (Dako,

(3lostrup,Denmark1 y Silenus,Hawthorn Victoria. Australia2).

2.3 Anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG humana(cadenay) conjugadocon FA (Tago,

Burlingame.CA, USA).

2.4. Anticuerpopoliclonal de cabraanti-Ig de conejoconjugadocon FA (Tago,Burlingame,CA,
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USA).

2.5. Anticuerpopoliclonal de cerdoanti-Ig de conejoconjugadocon HTC (Tago,Hurlingame,CA,

USA).

2.6. Anticuerpos monoclonalesanti-IgGl (clon 8c/6-39), IgG2 (clon HP6<)J4),lgG3 (clon

HP6050)e 1g04 (clon HP6023)humanaconjugadoscon FA (TheBinding Site. Birmingham,UK).

2.7. Anticuerpopoliclonal anti-lamininade sarcomamurino obtenidoen conejo(SigmaChemical

Co. St Louis, MO, USA),

2.8. AnticuerpomonoclonalGoH3 anti-cxé (VLA-6) proporcionadopor el Dr. Sonnenbergdel

Departamentode BiologíaCelulardel “NetherlandsCancerInstitute”, y anticuerpomonoclonalHP1/7

anti-u4(VLA-4) proporcionadopor el Dr. O. de Landázuridel Servicio de Inmunologíadel Hospital

de la P¡incesa.

3. Fuentes de antígenos empleadas.

3.1. Portasde 8 y 4 pocillos con criocortes de hígado,¡iñón y estómagode rata (BioSystem,

Barcelona,España).

3.2. Portasde 12 pocillos con célulasHep-2(Mardx, Carísbad,CA, USA).

3.3. Extractoacetónicoen polvo de timo de conejo(Pel-FreezBiologicalsRogers,Ark, USA), a

partir del cual se detectólapresenciade autoanticuerposanti-LaJSSB,Smy UI RNP.

3.4. Bazohumanoprocedentede transplantecedidoporel Hospital12 de Octubre(Madrid) a partir

del cualseobtuvoel antígenoRo/SSAparcialmentepurificado.

3.5. 1-ligadoy cerebrode rataadultaa partir de los cualesse obtuvieronribosomaspurificados.

3.6. Método de ELISA indirecto con autoantígenosRo/SSA, La]SSB, Sm y UI RNP recom-

binantes(LipogenRheumELlSASystem,Bio-Whittaker,Inc., Walkersville,USA).

3.7. Lamininade sarcomamurino EngelbrethHolm Swarm (BoehringerMannheim.GmbH,

Gennany).
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3.8. AJ)N de hélicesencilladetimo de ternera(SigmaChemicalCo, St Louis, MO, USA).

3.9. Fibronectina(SigmaChemicalCo, St Louis, MO, USA).

4. Aparataje y materiales.

- Cubetade electroforesis“Mini-ProteanLI” (Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Euentesalimentadoras(HoeferScientific Instruments,SanFrancisco,USA: Bio-Rad,Richmond.

CA, USA).

- Sistemade transferenciaen semi-seco“TransBlot SD” <Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Aparatomulti-ensayo“Mini-Protean II” (Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Membranade nitrocelulosa(Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Equipo de patronesbiotinizados de bajo peso molecular,y preteñidosde alto y bajo peso

molecular(Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Conjugadoavidina-fosfatasaalcalina(Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Método de reveladode liosfatasaalcalinaen “Westemblot” (Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Placasde microtitulación(Polysorp,Nunc,Denmark).

- Métodode reveladode fosfatasaalcalinaen ELISA (SigmaChemicalCo. St Louis MO, USA).

- UltracentrífugaBeckmanL-80 (Beckman,Inc., CA, USA).

- CentrífugaOmnifuge2.0RS y Biofuge 17R5(HeraeusSepatechGmbH,Germany).

- Membranade diálisis. CortePM: 3.500(SpectrumMedical Industries,CA, USA).

- 1-lomogeneizadorde cristal teflón (Pobel)y de aspas(Polytron, Luzern,Switzerland).

- Bombaperistálticay colectorde fraccionesSpectra’Cbrom(Spectrum).

- Resmade intercambioiónico. Soportede intercambioaniónicoMacro-Prep50 Q (Bio-Rad,Rich-

mond,CA, USA).

- Equiposde cuantificaciónde proteínaspor Coomassiey ácidobicincónico(Pierce,Rockford, IL,

USA).
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- Analizadorde nivelesde lgG por nefelometría(Beckmanlnstruments,Galway, Ireland)

- Espectrofotómetro(3-2000(Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan).

- AgitadormagnéticoSMI (Stuartscientific, UK).

- Liofijizador VirUs <Sentra,Inc., NY, USA).

- Columnade proteínaO sefarosa(Pierce,Rockford, USA).

- Columnade excelulosaGF-5 (Pierce,Rockford,USA).

- Frascosde cultivo de 25 y ‘75 cm2 (Costar,Cambridge,MA, USA).

- Pipetasde 5 y 10 ml y tubos cónicosde50 ml estériles(BectonDickinson, New Jersey,USA).

- Microscopiode fluorescenciaDiaplan(Wild Leitz, GmbH,Germany).

- MicroscopioinvertidoDiaphot-TMD (Nykon, Tokyo, Japan)

- l..>ectorde placasde microtitulación340ATC (SLT Instruments).

- Películasparafotografíade fluorescenciaFujicolor HG400.

- Películasparadiapositivasdefluorescencia(ELITE, Ektachrome400).

~. Reactivos.

-Acrilamida, N,N-metilen bisacrilamida.persulfatoamónico,dodecil sulfatosódico (SDS), <3-

mercaptoetanol,azul de bromofenol, azul CoomassieR-25<), glicina. Tris-(hidroximetil)

aminometano,N,N,N’,N’ tetrametiletilendiamina(Bio-Rad,Richmond,CA, USA).

- Glicerina,cloruro sódico,etanol,ácidoclorhídrico, fosfato mono y dipotásico,ácido acético,

metanol,acetona(Panreac.Barcelona.España).

- Albúmina de suerobovino,carbonatoy bicarbonatosódico,cloruroamónico,acetatomagnésico,

ácido etilendiamino tetraacético(EDTA), Tween-20,negro amido, ditiotreitol (DTT) (Serva,

Heidelberg,Germany).

- Fluorurode metil fenil sulfonilo (PMSF),NonidetP-4(>, meta-periodatosódico,forbol miristato

acetato(PMA), violeta cristal, gelatinatipo A, fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1),
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(Sigma,ChemicalCo, St Louis MO, USA).

- Sulfatode gentamicina,suerofetal bovino (Lote 03015),L-glutamina,penicilina-estreptomicina,

RPMI-1640(Bio-Whittaker,Maryland,USA).
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II. METODOS.

1. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Estatécnicaserealizósobreportascon criocortesde hígado,riñón y estómagode ratay sobrela

líneacelularHep-2.El protocolofue en amboscasosigual exceptoquelas incubacionessobrecélulas

Hep-2se realizarona 37” (2.

Parala realizaciónde esteensayoseincubaronsuerosdiluidos 1/40 en PBS(0.1 M tampónfosfato,

0,15 M CINa, pH 7.2). lgG purificada(40 ó 80 ~ig),o un antisueropoliclonal anti-LMN (1/50)

durante3<) mm. en los portas.Los anticuerposunidossedetectaroncon un antisuerode conejoanti-

!gG humanaconjugadocon FITC (1/2<>’ ó 1/402 en PBS: veranticuerposempleadosen pág. 22 de

Materiales),o un antisueropoliclonal de cerdoanti-Ig de conejo(1/30 en PBS). Despuésde cada

incubación,los portasselavaron tres vecesdurante5 mm. con PBS. Despuésdel lavadofinal se

añadióuna soluciónde glicerol al 70% en PBS,colocandoun cubrey guardandola preparaciónun

mínimo de 2 h. a 4” (2 antesde visualizarporel microscopiode fluorescencia.

2. Preparacióndel extracto de timo de conejopara la detecciónde autoanticuerpos

anti-La/SSB, Sm y ti RNP.

El extractosepreparébásicamentecomoestádescrito(Kurata& Tan, 1976).El extractoacetónico

liotilizado sedisolvió en PBS, 1 mM PMSF a unaconcentraciónde 1(X) mg/ml manteniéndoloa 4” (2

y en agitacióndurantetoda la nochepor medio de un agitadormagnéticoa bajasrevoluciones.

Posteriormentesecentrifugóa 1.800g durante40 mm.,se calculélaconcentraciónde proteínasdel

sobrenadante.y se guardaronalícuotasde 400jig a -40<’ (2. Estasalícuotassirvieronparacargartoda

la longitud de un gel depoliacrilamida-SDS.
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3. Preparación del extracto de bazo humano para la detección de autoanticuerpos

anti-Ro/SSA.

El antígenoRo/SSAparcialmentepurificado seobtuvo a partir de bazohumanoempleandoel

métododescritopreviamente(Clark ¿ti al., 1969) con algunasmodificaciones.Un bazo humano

procedentede transpalantese troceóy sehomogeneizóen dos volúmenesde PBS, 0.1 mM PMSF.

Despuésde unacentrifugacióna 33.0<)0g durante30 mm., el sobrenadantese guardóa 4” (2 durante

toda la nochey secentrifugóposteriormentea 15.0(X) g durante10 mm. Estesobrenadanteseaplicó a

una columnade intercambioaniónico(0,8cm x 8,2 cm) previamenteequilibradacon PBS, 0,1 mM

PMSF.Una vezque la muestrapasópor la columna,selavécon PBScuatrovecesel volumende la

columnahastaeliminar toda la hemoglobina.Parala elución de Ro/SSAseaplicó 0,1 M tampón

fosfato,0,5 M CINa recogiendofraccionesde 2 tul a las quesefue midiendola absorcióna 280nm.

Posteriormentesemezclaronlas traccionescon mayorlecturaa estalongitud de onday seensayópor

transferenciaa papelde nitrocelulosay reveladocon sueroscontrolconactividadanti-Ro/SSA.Una

vezconfirmadalaexistenciade antígenoRo/SSA,sedializó todalanochea4” (2 frentea PBS y se

guardaronalícuotasde 250 gg suficientesparacargartodala longitud de un gel de poliacrilamida-

SDS.

4. Obtención de ribosornas purificados de hígado y cerebro de rata adulta para la

detección de autoanticuerpos antí-ribosomales (fosfoproteinas PO, Pl y P2).

Un hígadoo cerebrode ratase homogeneizócon un homogeneizadorde cristal-tetiónen tresveces

su pesoen volumende tampónTA (20 mM Tus, lmM DTT. lmM PMSF,0,1 mM EDTA, CINH4

100 mM, acelatode magnesioSmM, pH 7.6),centrifugándoseposteriormentea 27.000g durante3<)

mm. El sobrenadanteobtenido se volvió a centrifugar a 100.000 g dos horas y media,

resuspendiendoel precipitadoen TAS (TA sin acetatode magnesio).Posteriormentesesepararonlas
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proteínasasociadasa ribosomaslavándolosdurante90 mm. con 0,5M (21K enagitacióncontinua,

centrifugandoposteriormentea 100.000g otrasdoshorasy media.El precipitadoresuspendidoen

TASN (tampónTA sin acetatode magnesioni ClNH4) contieneribosomasintactoslibresde proteínas

asociadas(Calés¿ti cl., 1985).Todoslos pasosserealizarona 4<> (2.

5. Análisis de la purezade la preparación de laminina (LMN) de sarcoma murino.

La purezadeestapreparaciónsedeterminópor tinción con Coomassiede un gel de poliacrilamida-

SDSal 6% en condicionesreductorasy desnaturalizantes.

6. Detección de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y UI RNP por “Wes-

tern blot”.

Alícuotasde 25<)gg de extractode bazohumanoó 400 ~igde timo de conejodiluidas 1/3 en tampón

de electroforesisy hervidasy centrifugadas5 mm.,se aplicaronen todala longitud de mi pocillo de

73 mm formadoen un gel de poliaciilamida-SDSal 12%, realizandola electroforesiscomoestá

descrito(Laemmli, 1970).En el pocillo de referenciaseaplicaronpatronesbiotinizadosdiluidos 1:20

en preteñidos,con el fin de observarlaelectroforesis,la posteriortransferenciaa nitrocelulosa,y de

estimarel pesomolecularde los polipéptidosreconocidosporlos sueros.

Unavez, terminadala electroforesis,se lavó el gel y seequilibró la membranade nitrocelulosaen

tampónde transferenciadurante3 mm. La transferenciaa nitrocelulosaserealizó en semi-seco

durante 1 h a 5,5 mA/cm2 de gel en tampóncarbonato-bicarbonato(3 mM carbonatosódico,20 mM

bicarbonatosódico,pI] 9,9) (Dunn, 1986).peroseañadió20%etanol en lugarde metanol(Van Dam

¿tal., 199<)). La membranasebloqucó 1 Ii. con TES (0,1 M Tris, 0.9%CINa, pH 7,2)-3% BSA-

0,1% Tw, incubándolaposteriormentedurantetoda la noche a temperaturaambientecon sueros

normales(1/50), de pacientesparasilados(1/5<)), o de pacientescon LES (1/100) diluidos en Ja
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misma solución. Despuésde tres lavados de 5 mm. con TBS-3% BSA-0,l% Tw, se incubó la

membranacon un anticuerpomonoclonalanti-IgG humanaconjugadocon FA (l/8.0<)0), y e]

conjugadoavidina-fosfatasaalcalina(1/3.000)en la calle de los patronesbiotinilados.Se volvió a

lavarlamembranatres vecescon TBS-3% BSA-0,l% Tw y unacon soluciónsalina,y serevelócon

NBT y BCIP siguiendoel protocolorecomendadopor la casacomercial.El desarrollode color se

parólavandola membranacon aguadestiladacuandocomenzóa aparecerfondo.

7. Detección de autoanticuerpos anti-ribosomales por “Western blot”.

Parala detecciónde estosautoanticuerposel porcentajedel gel separadorfue del 15%, aplicando

50<)pg de preparaciónde ilbosomaspurificadosporgel. El protocolofue esencialmenteel mismoque

para la detecciónde autoanticuerposanti-Ro/SSA,La]SSB, Sm y Ul RNP, excepto que la

transferenciase realizóen semi-secocon tampóncarbonato-bicarbonato-20%metanol(Dunn, 1986)

omitiendoel Tw en el tampónde dilución de suerosy antisuero.

8. Detección de anticuerpos ant¡-LMN por “Western blot”.

Parala deteccióndeestosanticuerposel porcentajedel gelseparadorfue del 6%,aplicando1(X) pg

de LMN por gel. El protocolofue esencialmenteel mismo queparalos otrosauloantígenosexceptO

que la muestrano fue hervidasino calentadaa 37’> C durante5 mm.,y la transferenciaen semi-seco

se realizódurante45 mm. a 5,5 mA/cm 2 de gel en 25 mM Tris-192mM glicina-20%metanol,pH 8,3

(Towbin u al.. 1979). La membranasebloqucócon TBS-3% BSA, mientrasque los sueros(1/50),

el antisueropoliclonal anti-LMN (l/16.<)00)y los antisuerosanti-IgG humana(l/8.0<)0) o anti-Ig de

conelo(1/20.0(X))conjugadoscon FA sediluyeronen TBS-l% BSA.
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9. Análisis de la actividad ant¡-LMN por “Dot-blot”.

Paraesteensayoseaplicaron4 pI de LMN (200,100,5<) y 25 kg/ml en TBS) sometidaadiferentes

condiciones (nativa y tratada a l<)0” C durante 4 mm.. 1% SDS/l0% <3—mercaptoetanoló 1% SDS)

sobrenitrocelulosa,dejandoposteriormentesecarsela membranaal aire. En los pasosde bloqueoe

incubacióncon suerosy antisueroel protocolofué igual queen el “Westernblot”.

10. Renaturalización de LMN y fosfoproteinas ribosomales.

La renaturalizaciónde proteínasribosomalesy LMN se llevó a cabo sometiendoel gel de

poliacrilamidadurante1 h. a50 mM Tris-20% de glicerol, pH 7,4 segúnel protocolodescrito(Van

Darn ¿tal.. 1990),o incubandola membranade nitrocelulosacon unasolución de NP-40al 3% en

PES antesde bloqueada(Petit ¿ti al., 1989).

11. Inmunoprecipitación de extractos marcados de células HeLa (32P)

Estatécnicaserealizóen el Hospital de SantaCruz y San Pablo (Barcelona)segúnel protocolo

previamentedescrito(Lemer& Steitz, 1979)

12. Detección de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, LaISSB, Sm y UI RNP por ELISA

indirecto con autoantígenos recombinantes.

La detecciónde autoanticuerposfrente a estosantígenosse realizó a la dilución 1/100y siguiendo

las instruccionesde la casacomercial.En todos los ensayos,se incluyeroncontrolespositivos y

negativosnecesariospara la validacióndel ensayo.Parala interpretaciónde los resultadosse

incorporó al lector de placasde microtitulación un programaparadeterminarla positividad o
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negatividadde los suerosen función del valor del control negativo y del corte de positividad

recomendadoporel fabricante.Estecorteseestableciósegúnla fórmula: (DO del control negativo/

DO del calibradorincluido en el equipo)+ factor de correcciónincluido en el equipo= corte de

positividaddel ensayo.

13. Detección de anticuerposanti-LMN por ELISA indirecto.

Paraesteensayo,seaplicaron100 ¡tI de LMN (5 vg/ml) diluida en tampóncarbonato-bicarbonato

50 mM pH 9,6 en pocillos de microtitulacióny seincubódurante2 h. a 37” (2. Despuésde lavarla

placacon 5 mM Tris pH 7,4, se bloquearonlos sitios no específicoscon TBS-3% BSA durante1 h. a

temperaturaambientelavando posteriormentecon 5 mM Tris-<),05% Tw, pH 7,4 (T-Tw).

Seguidamentese aplicaron los suerospor duplicadodiluidos 1/50 en TBS-l%BSA-0,05%Tw

dejandola placa en incubacióntoda la nochea 4” (2. Despuésde lavar con T-Tw, se añadióun

antisueropoliclonal de cabraanti-IgG humana(1/4.000), o anticuerposmonoclonalesanti-IgGl

(1/250). 1g62 (1/500). IgG3 (1/2.000)e 1g04(1/250) conjugadoscon FA y diluidos en el mismo

tampón que los sueros,dejándoloincubardurante1 h. a 37” (2. Las placasselavaronde nuevo y se

desalTollaronañadiendopNFF en tampóndietanolamina.

14. Detección de anticuerpos anti-ADN de hélice sencilla por ELISA indirecto.

La preparaciónde ADN de timo de ternera se sometió en primer lugar a un procesode

repurificacióncon fenol-cloroformo-alcoholisoamílicosegúnel protocolopreviamentedescrito

(Sambrook¿taL. 1989).

Para la determinaciónde la presenciade anticuerposanti-ADN, la mitad de una placa de

microtitulaciónpreincubadapreviamentedurante1 h. a temperaturaambientecon una soluciónde

poli-L-lisina (25 ng/ml en 40 mM Tris, 5 mM EDTA pH 7,5) seincubóduranteotrahoraa 37” (2 con
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ADN (5 gg/ml en 10 mM Tris. 1 mM EDTA pH 8), mientrasque a la otra mitad seañadiósólo

tampón.Posteriormentese bloqucóla placacon TBS-l% gelatina,y seañadieronlos suerosdiluidos

1/50 en TBS-0,05%Tw-0,5% gelatinadejándolosen incubacióndurantetoda la nochea 4” (2.

Despuésde lavar con T-Tw, seañadióun antisueropoliclonal anti-IgG humanaconjugadocon FA

diluido en TBS-<),05%Tw (1/4.000)dejándoloincubardurante1 h. a 37” (2. Las placasselavaronde

nuevo y sedesarrollaronañadiendopNFFen tampóndietanolamina.Los valoresde DO de la partede

la placapreincubadaexclusivamentecon poli L-lisina, sesustrajeronde los obtenidosen el lado dela

placacon ADN, con el fin de descartarunionesno especificas(Le Page¿tal., 1990).

La comparaciónenire los nivelesde estosanticuerposy los anticuerposanti-LMN se realizó

expresandolos resultadoscomoporcentajede un suerocontrol positivo (anti-ADN o anti-LMN)

incluido en cadaplacade microtitulación.

15. Purificación de IgG por columna de proteína G-sefarosa.

Se purificó la fracciónIgG de unamezclade suerosdepacientescon LES o filariasis positivospara

anticuerposanti-LMN porELISA indirecto,asícomode suerosindividualesquepresentarontítulos

altosen ELISA. Asimismosepurificó IgG de unamezclade suerosnormalesanti-LMN negativosy

de un sueronormal positivo por esteensayo.Parala obtenciónde estafracción, las muestrasse

diluyeronen tampónde unión y sepasaronpor unacolumnade proteínaG-sefarosaequilibradaen el

mismo tampónsiguiendoel protocolode lacasacomercial.La lgG eluiday neutralizadacon tampón

fosfato 0,15 M se pasópor una columnade excelulosaGF-5 equilibradaen PBS paraeliminarel

excesode sal. Posteriormentesecalculóla concentraciónde proteínade la fracciónde IgC purificada

porun ensayode ácidobicincónico.
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16. Oxidación de carbohidratos de LMN.

La rupturaquímicade carbohidratosde LMN sellevó acaboporoxidacióncon meta-periodato

sódico(Maizels¿tal. 1991).El protocoloseguidofue el mismoqueparael ELISA indirecto,pero los

pocillos preincubadoscon LMN setrataroncon diferentesconcentracionesde meta-periodatosódico

durante30 mm. a 4’> (2 en ausenciade luz antesde bloqueary añadirIgG purificadade unamezclade

suerosde pacientescon LES o filariasisajustadasa la misma actividadanti-LMN (DO 405 nm). Los

resultadosseexpresaroncomo porcentajede disminuciónde lecturade DO a 405 nm: (1-(DO pocillos

con LMN tratada/DOpocillos con LMN sin tratar))x í<)0.

Los valoresde lecturade DO de la parte de la placaincubadaexclusivamentecon solución de

periodatoo tampón,serestaronde los obtenidosdel ladode la placacon LMN tratadao sin tratarcon

el fin de descartarunionesno específicas.

17. ELISA competitivo con LMN, LMN desnaturalizada por calor, y FN.

Se incubaronfraccionesde IgO purificadaajustadasala mismaactividadanti-LMN (DO 405 nm)

con concentracionesvariablesde LMN, LMN desnaturalizada(4 mm. durante1 0(f (2) y FN durante

todala nochea 4” (2. Estamezclasehizo reaccionarcon LMN por ELISA segúnel protocolodescrito

anícílormente,expiesándoselos resultadoscomoporcentajedeinhibición (Ratkay¿ti al., ¡991). En el

ensayocon FN, la mezclasecentrifugóa5.000 g durante10 mm. antesde añadirlaa los pocillos de

microtitulaciónpreincubadoscon LMN.

18. Ensayo de inhibición de adhesión de células U937 a LMN.

La líneacelularmielomonociticaU937 seobtuvo de la ColecciónAmericanade Cultivos Tipo

(ATCC, Rockville, MD) y secultivó comoseha descritopreviamente(Arroyo ¿ti al., 1992).
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Antesdel ensayode inhibición de adhesión,las célulassepreincubarondurante2<) mm. a 4” C con

50 vg/ml dey-globulinahumana,y durante30 mm. a 37” (2 con 50 ng/ml de PMA.

El ensayode adhesiónserealizóbásicamentecomo sehadescrito(Arroyo ¿ti al., 1992: Dejana¿ti

al., 1987). Placasde microtitulaciónde 96 pocillos seincubarondurante2 h. a 37” C con 50 gí de

LMN (1<) gg/ml en PBS)lavándolasposteriormenteconPBS, y bloqueandolos sitios libresdurante1

hora a37<’ (2 con PBS-l% BSA. Despuésde lavarde nuevo,seañadiópor triplicado 10<) ó50 k1 de

suerosdepacientescon filariasispositivosparaanticuerposanti-LMN, sueroscontrolesnegativospor

ELISA, anticuerpopoliclonal anti-LMN <1/10<) y 1/20.000)o PBS-l% BSA dejándoloincubar

durantetodala nochea 4” C. Se lavó la placadosvecescon RPMI añadiendoposteriormentel<X).0(X.>

célulaspor pocillo resuspendidasen medio incompleto, manteniéndolasen incubacióndurante3<)

mm. a 37” (2. Paraanalizarla adhesiónmediadapor VLA-6 seempleóel anticuerpomonoclonal

GoH3(anti-a6)y como controlnegativoHP 1/7 (anti-cs4).Paracuantificarla adhesiónen presenciao

ausenciade sueros se lavó la placa, se fijaron las células añadiendouna mezcla 1/1 de

metanol/acetona,se tiñó con cristal violetaal 0,5%,y semidió la DO a 54<) nm. La adhesiónbasala

BSA serestóde los valoresobtenidos,expresándoseel resultadofinal comoporcentajedeinhibición

de la adhesión:<1 -(adhesiónen presenciade sueroo anticuerpopoliclonal anti-LMN/adhesiónen

pocillos libresde actividadanti-LMN))xlO<).

19. Metodología estadística.

-El grado de correlaciónentre los resultadosde las técnicasde ELISA con autoantígenos

recombinantesy “Westernblot” con preparadosde timo de conejoy bazohumanoen pacientescon

LES y poblaciónnormal, sedeterminópor medio del estadísticok. Estosvaloresseinterpretaron

siguiendolas recomendacionesdescritaspreviamente(Landis& Koch, 1977):k=0-<),20 concordancia

leve: k=0,21-0,40considerable:k=0,41-0,6<)moderada;k=0,6l-<),80sustancialy kappa=0,81-l,00

casi perfecta.El estadísticode McNemarse usóparadeterminarla presenciao ausenciade sesgo,
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considerandosevaloresmayoresde 3,8 comoinaceptablesparadeterminacionesbiológicas

- Los nivelesde anticuerposanti-LMN de claselgG y subclasesde lgG en los distintosgruposse

compararonutilizandola t de studentde dos colasy la pruebano paramétricade Mann-Whitney.

- La capacidadde inhibición de adhesióna célulasU937en suerosanti-LMN positivosy negativos

secomparóempleandola pruebano paramétricadeMann-Whitney.

- La comparaciónentrediferentescurvasde unión sellevó a caboutilizando el coeficientede

correlaciónde rangosde Spearman.

- El estudiode correlacionesentrenivelesde anticuerposanti-ADN de hélice sencillars nivelesde

anticuerposanti-LMN. nivelesde lgG vs valoresde DO en ELISA con autoantígenosRNP,y niveles

de lgG tw porcentajede inhibición de adhesiónde célulasU937a LMN sellevó acabopor medio de

unaregresiónlineal.
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1-. Análisis de la presencia de anticuerpos antinucleares, anti-

citoplasma y anti-matriz extracelular en el suero de pacientes parasi-

tados por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Paraesteestudioseutilizó una poblaciónde 33 suerosde pacientesparasitadosporprotozoosy/o

helmintos(Tabla½. La existenciade anticuerposdirigidosa antígenosnuclearesy/o citoplásmicosse

analizósobrecélulasl-lep-2, mientrasque la presenciade anticuerposdirigidos a componentesde

matrizextracelular(MEC) fueestudiadaempleandocriocortesde hígado,riñón y estómagode rata.

Sobreel primer sustratomencionadose analizaronun total de 28 sueros,encontrándoseque la

mayoríade ellos (26/28)reconocíanantígenosde localizaciónnucleary/o citoplásmica.En algunos

sueros,los patronesencontradosfueron similaresa los obtenidoscon controlesde especificidades

anti-Ro/SSA,La/SSB. Sm. U 1 RNP o ribosomales(Fig. 1: véansecomparativamentelos patrones

nuclearesy/o citoplásmicosde los panelesF-H, B-N, C-L o D-G). Aunqueen lamayoríade ellosno

pudoatribuirse la imagende IFI al reconocimientode estosautoantigenos(Kg. 1: paneles1, J, K,

M), no sepudoexcluir un fenómenode solapamientode patronessimilaral obse¡wadoen los sueros

controlesde especificidadconocida,dondela presenciade variosautoanticuerposenmascarael patrón

obtenidocon controlesmonoespecificos(Fig. 1; panelesA-F).

Porotro lado, se analizaronun totalde 26 suerossobrecriocortesde tejido de rata,encontrándose

presenciade anticuerposdirigidosaantígenosde MEC en la mayoríade ellos(21/26). En la Fig. 2 se

muestranlos patronesde fluorescenciamásllamativosencontradossobreestesubstrato(panelesA, C

y E). El patrónidentificadocon algunossuerosfue similar al obtenidocon un antisueropoliclonal

anti-LMN (PanelesA-B y (2-D). Siete de los suerosque presentaronestepatronde IFI correspon-

dieron a pacientesparasitadospor nemátodosde la SuperfamiliaFilarioidea.En estesustrato,la

positividada antígenosnuclearesy/o citoplásmicosidentificadaencélulasHep-2sólo fue detectadaen

algunosde los suerosanalizados(Fig. 2). En una poblaciónde controlesnormalesanalizadaen











Resultados 43

II-. Estudio comparativo de la respuesta de autoanticuerpos antí-

ribonucleoproteina (Ro/SSA, La/SSB, Sm, UIt RNP, PO, PI y P2) en

pacientes parasitados, LES y población normal.

1-. Análisis de la presencia de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y LI

RNP en pacientes parasitados por ELISA con autoantígenos recombinantes.

Se determinóporELISA la presenciade autoanticuerposanti-Ro/SSA,LaISSB, Sm y UI RNP en

3<.) suerosde la poblacidnheterogéneade pacientesparasitadosy en 30 suerosde poblaciónnormal

(Tabla V). En todos los ensayoslos controlespositivosexcedierondel mínimo requeridoparala

validación de la prueba(RNP>i,5:Sm>l,4; Ro/SSA>l,í; LaISSB>í,2),mientrasquelos controles

negativosproporcionadosen el método de ELISA no excedieronde 0,2 unidadesde DO. Los

resultadosparacadauno de los autoantígenossemuestranen la Fig. 3 (a y b).

Figuro .?a
2—

DO (450 nm)

¡ .5 —

1—

0.5—
4.

1
• ¡

1-(3 —

Pacientes Población Pacientes Población
parasitados normal parasitados normal

Ro/SSA La/SSE
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FiGURA 3. Aníicu¿rpos an/¡-Ro/S&4, La/~SB,

por 1/LISA con uutoanii~enosrecombinontes.

Sm y UL RNP ¿n suerodepacten/espci/ruMié/dosypoblaciónnormal

Los valoresmediosde DO en la poblaciónde pacientesparasitadosfueron de <),644±0,071para

Ro/SSA, <).675±0.092para La/SSS, <),453±0,069para Sm, y <),824+<).091 para UI RNP. En

poblaciónnormalestosvaloresfueronde <) 18+0,036(Ro/SSA),0,146+003(La/SSS) O <)34+0 08

(Sm) y 0.261÷0,026((31 RNP). Así, los niveles de estos anticuerpos se encontraron

significativamenteelevadosen el grupode pacientesparasitadosen cadauno de los autoantígenos

analizados(p<O,OOOl). Los niveles de IgG medios determinadosen 14 suerosde pacientes

parasitadosfueronde 2267±21<)mg/dl, siendoel coeficientede correlación¡entreéstosy la lectura

de DO de 0,59 para Ro/SSA, 0,342 para LaJSSB, 0,367 para Sm y 0,4<)3 para U 1 RNP.

Estableciendoel cortede positividadsiguiendolas instruccionesdel métodode ELISA, el 60% de

pacientesparasitadospresentaronanticuerposanti-Ro/SSA,57% anti-LaJSSB.57% anti-Sm,y 67M

Figura Sí’
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y
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anti-UI RNP, mientrasqueen poblaciónnormal,el 93%fue negativoparaanti-RolSSA,97% para

anti-La/SSBy anti-U 1 RNP,y 100%paraanti-Sm.

2-. Caracterización por “Western bloC’ de la respuesta de autoanticuerpos anti-

RNP en pacientes con LES.

2.A- Autoanticuerpos anti-ribosomales.

Se analizaron92 suerosde pacientescon LES encontrándoseun 13% de suerospositivos Todos

los suerospositivosreconocieronel polipéptidoP<) (38 Kd) y Pl (19 Kd) encontrándosemenot

positividad para el polipéptido P2 (i7 Kd) (Fig. 4). La reactividadfrente a P2 se restituyó

renaturalizandoel gel con Tris 2<)% glicerol antesde su transferenciaa membranade nitrocelulosa

(Fig. 5). No seobservéningunadiferenciaal emplearribosomaspurificadosde hígadoo cerebro,

pudiendoutilizarse indistintamenteuna u otra preparación.En poblaciónnormal,ningún suero

reconocióestospolipéptidos(datosno mostrados).

FIGURA 4. Autoanticuerposanti-ribosonzales(fosfoproteinasPO, Pl y P2) en pacientescon LES. Calle 1: control

negativo,Calle 2; controlpositivo> Oalles 3-6; sueroscon autoanticuerposanti-ribosomales <1/100>.
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A. B

PU —

Pl —
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FIGURA 5. Reconocímientode toifoproteinasribosoinalessm renaturahzar(A), o renaturalizandoel gel con Tris-

20% glicerol (B). Las calles 1-4 representanun suero control a diferentesdiluciones (1/100, 1/1000, 1/2000y

1/4000). C-; control negativa.

2.B- Autoanticuerposanti-La/SSB, Sm y Ul RNP.

Utilizando sueroscontrolesde especificidadesde autoanticuerposconocidasse comprobóla

presenciade autoanugenosLaISSB (47,5 Kd), B’/B (29/28 Kd) y D (16 KW de Sm, y C (22 Kd) y

70 Kd de u i RNP en el preparadode timo de conejo.Se analizaron100suerosde pacientescon LES

de los queel 17% reconocíanel polipéptidoLaISSB, 21%el BYB de Sm, 13% el D de Sm, 10% el

C de UI RNP, y 10% el polipéptidode 70 Kd asociadoala partículaUl (Fig. 6).

La frecuenciade suerospositivosfuedel 17%paraanticuerposanti-La/SSB, 28%paraami-Sm,y

14% para anti-UI RNP. Algunos suerosreconocierontambiénlos polipéptidosPO, Pl y P2

indicando la presenciade estaslosfoproteinasribosomalesen el preparado.Al igual que paralos

autoantígenosribosomales,ningúnsuerode poblaciónnormalreconocióestospolipéptidos(Fig. 7).

1..
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FIGURA 6. Reconocimíeniode autoanilgenosnuclearesy citoplásmicosenpacientescon LES enel preparadode

timo de conejo (2alle~ 1, 9 y 18; mezclade sueros controles con autoanticuerposanti-La/SSB,Sm(polipéptidos

¡3 113 y It, y Ul RNP(polipéptidosC y de 70 Kd). Lasrestantescalles correspondena suerosde pacientesconLES.

0

FIGURA 7 Suerosde población normal en cl preparado de limo de conejo. Calles ¡ y 9: mezclade sueros

controles conautoanticuerposaníiLa.ZSSB,Sin UI RNP.Las restantescallessonsuerosnormalesdiluidos 1/SO.
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2.C- Autoanticuerpos anti-Ro/SSA.

La presenciade los polipéptidos de 60 y 52/54 Kd de Ro/SSA en el extractode bazo humano se

pusode manifiestoutilizandocontrolesde especificidadesconocidas.Parala caracterizaciónde esta

respuestaseemplearon33 pacientescon LES> encontrándosereactividadprincipalmentefrenteal

polipéptidode 52/54Kd y en menor medida frente al de 60 Kd (Fig. 8). La frecuenciade suerosanti-

Ro/SSApositivosfue del 27%. En poblaciónnormalningún sueroreconocióRo/SSA.

55A\Ro 6OKd
5SA\Ro 52/S4Kd

FIGURA 8. Autoanticuerpos an/i-Ro/SSA por “Western blor’> en pacientescon LES. Las calles 3,4 y 9

correspondena sueroscontrolesque reconocenlospolipéptidosde 60 y 52/54Kd de estapanícula. Calle 1: control

negativo> calle 2; suero control con autoanticuerposanti..La/SSR,calle 5: suero control con auloanticuerposanit-

La/SSBy Ro/SSApor contrainínunoelectroforesispero negativoo débilmentepositivopor esteensayo El resto de

callescorrespondena suerosdepacientesconLESdiluidos 1/100.

3-. Análisis de la respuesta de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y UI

RNP por ELISA con autoantígenos recombinantes en pacientes con LES y población

normal. Correlación con la técnica de “Western blot”.

Se emplearon33 suerosde pacientescon LES que hablan sido previamenteestudiadospor
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<Westernblot’ no constituyendo,por tanto,unamuestraaleatoria.En el análisisestadísticoseincluyó

ademásla población normal(n=30)analizadajunto al grupode pacientesparasitados(Fig. 3). Los

resultadosobtenidosporELISA en pacientescon LES seindican en la Figura9.

DO (450 nm)

3

2

o

Ro/SSÁ La/SSB Sm UIRNP

FIGURA 9. Resal/oJosob/en/dosen la. pobiacionde pacientescon LASpor ELISA con au/oan/ígenosRo/SSA,

La/SSE,Sin y (JI Rl’!!> recoinhinantes.

El grado de correlaciónentrelos resultadosde ELISA y “Western blot” fue moderadoen la

detecciónde anticuerposanti-Ro/SSA(k=0,474; p<O,OOl) y anti-UI RNP (k=0,566; p<O,<)<)l), y

casi perfectoparaanticuerposanti-La/SSB(k=0,871; p<O,OOI)y anti-Sm (k=O,833;p<O,O(>l) (Tabla

VII). El análisisde la ausenciade correlaciónen la detecciónde anticuerposanti-Ro/SSAy anti-U 1

RNP puso de manifiestouna predisposiciónen las medidas(estadísticode McNemar 13 y 11

respectivamente)cuyo significadoparecedebersea unamayortendenciadel ELISA a proporcionar

resultadospositivos(TablaVII).

— 3

• y

y
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‘lA 13L4 Vila. Resuliadasob/en/dos,por ELISA con autoantígenosrecombinan/esy >‘Wes/ern blot’> enpacientes
con LES y poblacion.normal,

Ro/SSA La/SSE Sm UI RNP

.¿./~* ±/~ -4 -i~ -i-I+ +1- -1± -1- +i+ ±1- -/-i~ 4- +1+ ±1- -1+ ~-

LES 9 II O J3 8 1 0 24 i4 1 3 15 11 lO 0 12

Sueros 0 2 0 28 0 1 0 29 0 0 0 30 0 1 0 29
normales

Rcsaliad>> por EJ AS A/resu liada por ‘‘Wc s tan Ida 1’’

lIARLA 1/lib. Grado decorrelacionen/re resultadosde ELISA y “Westernbloi>’.

Autoantígeno K Gradode correlación

Ro/SSA* 0.474(p<0,OOI> Moderado

La/SSB O87J (p<O,OOH Casi perfecto

Sm 0.833 (p=0,OOI) Casi perfecto

LI RNP 0.566 (p<O,OOI) Moderado

*hstadistic(.>día McNcmar>3.8,

4- Análisis de la respuesta de autoanticuerpos anti-RNP por “Western bloC e

inmunoprecipitación de ARN en pacientes parasitados.

Se analizópor “Westernblot” de preparadosde timo de conejo(autoantígenosLa/SSB,Sm y U 1

RNP) y bazohumano(Ro/SSA),la poblaciónde suerosen la quepreviamentesehabíadetectadoun

alto porcentajede autoanticuerposporELISA. Como semuestraen las Figs. 1<> y II, ningún suero

reconocióestosautoantígenosaunquesí otros polipéptidospresentesen ambosextractos.Estos

suerostampocoreconocieronlas fosfoproteinasPO, Pl y P2en ribosomaspurificadosde cerebrode



Resultados 51

rata(Fig. 12). En la Figura 13 semuestraque, aunquela movilidad relativade los polipéptidos

reconocidosporalgunossuerosfue semejantea LaISSB (calles3, 4, 6 y 7), PO (calles3, 6 y 8) o

B7B de Sm (calle3), el análisisporinmunoprecipitacióndeextractosmarcadosde célulasHeLa(32P)

tampocopudoconfirmarla presenciade anticuerposanti-RNP.

FIGURA 10. Análisisdela presenciadeautoanhicuerposanti-La/SSR,Smo UI RNPpor >Westernblo/’> enel suero

de pacientesparasitados. Calles 1 y 11: mezcla de sueroscontroles con au/oan/icuerposfrente a estostres

auloan/igenos.El resto de callescorrespondena suerosde la poblacióndepacientesparasitados(1/50) en lo que

previamenteve había detectadoun al/o porcenlajede posaividadesfrente a estosautoantígenospor ELISA con

autoantígenosrecorabinantes:¡‘15 (calle2), ¡‘16 (calle 3), ¡‘17 (calle4k FiS(calle SL ¡‘28 (calle6), ¡‘20 (calle 7» ¡‘23

(calle 8), ¡‘24 (calle 9), ¡‘2.5 (calle ¡0), ¡‘3 (calle 12), ¡‘26 (calle 13), ¡‘2 (calle 14), ¡‘19 (calle 1.5), P27 (calle16), PS

(calle 17), ¡‘6 (calle18).
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FIGURA II. Análisis de la presenciade auloan/icuerposon/¡.RoZS’SA¡‘o, Wesíern¡ño/enpacientesparasitados.

Calle ¡O suero control con au/oanhcuerposanti-Ro/SSA.Calles ¡-9: suerosnormales(1/50). El resto de calles

correspondena suerosdepacientesparasitados(1/50) en losquepi-eviamnentesehabladetectadoun alto porcentajede

positnudadesfrente a es/eautoan/igenopor ELISA con autoantígenosreconibinantes:¡‘23 (calle 11), ¡‘24 (calle12)>

¡‘25 <calle 13), ¡‘26 (calle 14)> ¡‘28 (calle 15)> ¡‘27 (calle 16), ¡‘29 (calle 17).
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FIGURA ¡2 (pág.anterior>. Amilisis de la presenciade autoanticuerposanti-ribosomnalesenpacientesparasitados.

Calles ¡ y 7: suero control con autoanticuerposanti-PO, ¡‘.1 y ¡‘2, Cl resto de calles correspondena suerosde

pacientesparasitmlos:P12 (calle 2), P4 (calle3), ¡‘1 (calle4), ¡‘3 (calle5), ¡‘28 (calle 6), P20 (calle8), P26 (calle 9»

¡‘21 (calle10),PiS(calle))), P14(calle 12)

PANEl. A

97.4—
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45—

JI—

21,5

Figura 13(A); verleyendaenpáginasiguiente
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PANEL ¡3
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FIGURA 13. PANEL A: Calles ¡ y 9: mezclade sueroscontrol con autoanticuerposanti-La/SSB, Sin, U] RNI>

o ribosomales.Las restantescalles correspondena suerosde pacientesparasitados:¡‘3 <calle 2), ¡‘4 (calle 3), ¡‘9

(calle 4),PíO (calle5). ¡‘29 (calle6), ¡‘31 (calle 7), ¡‘32 (calle 8).

PANELB: Análisis de la existenciadeautoan/icuerposanti-RN¡’ enpacientesparasitadospor inmunoprecipitación

de ARN. Calle 1: ARN total; calle 2: controlpositivo anti-Ro/SSA(precipualosARN Y3, Y4 e YS asociadosa

polipéptidosRo/SSA); calle 3: control positivo anti-Ro/SSAy La/SSB<ARN Y]. Y2. Y3, Y4 e YS asociadosa

polipéptidosRo/SSA,y SS,e YSasociadosalpolipéptidoLa/SSB);calles 4 y 5: sueros anti-Ro/SSAdébiles,’ calle

6: control positivo anti-Ro/SSAy Sm(ARN asociadosa RoISSA, y ARN U2, U]. U4, US, U6 de snRN¡’). El resto

de calles correspondena pacientesparastrados:¡‘26 (calle7), ¡‘27 (calle8). ¡‘28 (calle 9» ¡‘32 (calle10), ¡‘31 (cabe

II), ¡‘29 <calle 12).PíO (calle 13>. ¡‘9 (calle 14),P4 (calle 15), ¡‘3 (calle 16),sueronormal<calle 17).

SS rARN—
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III-. Estudio comparativo de la respuesta a laminina (LMN) en

pacientes parasitados (filariasis), LES y población normal.

El análisisde la reactividadde suerosde pacientesparasitadospor IH sobrecriocortesde tejido de

rata,pusode manifiestola existenciade anticuerposdirigidosaantígenosde MEC. En ochosuerosse

identificó un patrónsemejanteal obtenidocon un antisueropoliclonal anti-LMN (Ftg 2) La mayoría

de éstossueroscorrespondieronapacientesparasftadospor nemátodosde la SuperfamiliaFilarioidea,

por lo quese analizóéstarespuestaen 30 pacientescon filariasis (TablaVI)> y seestudiócomparati-

vamentejunto aunapoblaciónde pacientescon LES y otra decontrolesnormales.

1-. Análisis de la pureza de la preparación de LMN.

El gradode purezasedeterminépor tinción conCoomassiede un gel de poliacrilamidaSDS(Fig.

14)

FIGURA 14 Análisis de la purezade la preparaciónde LMN de sarcoma mnurino, Panel 1: La unción con

Coomassiede un gel depoliacrilamida-SDSpermitió identificar lascadenaspesadasA (400Kd) yligerasBI y B2 (230

y 220Kd) conformea lo descritopreviamente(SabbagaetaL, 1989),, Panel2: Estascadenasfuerontambiéndetectadas

despuésdetrarnferir a membranadenitrocelulosa.
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2-. Análisis de la respuesta de anticuerpos anti-LMN de clase IgG por ELISA en

filariasis, LES y población normal.

Se analizaron30 pacientescon filariasis, 87 pacientescon LES y 30 suerosde poblaciónnormal.

En cadaensayose introdujeroncontrolesnegativosy suerospositivosconocidos.El coeficientede

variacióndc un resultadopositivofue del 16%. Los valoresde DO obtenidosfueron de 0.’734+0,07

en lilariasis, 0,263±0,03en pacientescon LES y 0,120±0,04en poblaciónnormal.De estamanera,

la respuestade anticuerposanti-LMN seencontróelevadaen filariasis y LES frente al grupode

poblaciónnormal (p<0,0001 y p<0,01 respectivamente).

Utilizando dos desviacionesestándarsobrela mediade los valoresde DO obtenidosen 30 sueros

de poblaciónnonnalcomocorteparadeterminarniveleselevadosde anticuerposanti”LMN (corte:

0,539), el 66,7% de pacientescon filariasis (20/30), 13,8% de pacientescon LES (12/87), y dos

suerosnormales(6,6%) presentaronestosanticuerpos.Los títulos fueron mayoresen filariasis,

siendosemejantesen LES y los suerosnormalespositivos(Fig. 15).

[.25 —

1)0 (405 nrn
—~ rilaitas>.

—~—-— LES

0.75 — — — 4<—— — Suero. normales positivos en ELISA

————A———— Sueros normales ncgativ>s en EI.ISA

>1.5 —

0.25 -

100 1<100

Recíprocode la dilucióndesueros

FIGURA 15. Anticuerposanti-LMN. Losda/osse expresancorno la mediade valoresde 1)0 obtenidosen pacientes

confilariasis (n=19),LES (n=]2>, suerosnormalespositivosen ELISA Óí=2), y sacrosnormalesnegativos(n=8).
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La concentraciónde IgC mediaen los suelospositivosde cadapoblaciónfue de 2480±898mg/dl

en fllariasis, 1400+401mg/di en LES, y 948±152mg/dl en los suerosnormalespositivos por

ELISA. Los nivelesde IgG en LES y suerosnormalespositivosno difirieron significativamente

(p>O,l, ns.),aunqueen LESéstossesituaronen el límite de la normalidad.

El estudiode las subclasesde IgO anti-LMN indicó unarespuesta1gW en los tres gruposaunque

en lilariasistambiénfue 1g02e 1g63 (TablaVIII).

‘lA lILA 1/111. Distribución cíe subclasesdeIgG anti-LMN ensuerospc>sitis’as y can/rolesnannales.

LES

(n= lO)

Filariasis

(n= ¡7)

(Yotitroles normales

(n=2) i

Controles normales

(ii28 9

lgC 1 0,20±0.022(0,304~0,098)t 0,283+0,04 (0,54~O,O9)* 0,258±0,086(0,344—0,171 )# O O t6+0,002(0,034-O)

Ig02 0.004+0.001 (0<.) 13—O) 0.205+0,07 (0,896~o)** 0,021±0,02(0,041—0) 0.03 1+0,005 (0,074—0)

1g03 O 023+0 008 (0,08—0) 0.133+0,04 (0,438~0)* * 0,0l ±0<)1 (0,02—0) 0,04 1±0.004(0,069—0)

lg64 O 073+0007 (0. ¡08-O.t)43) 0.09+<),02(0,318—0) 0.067±0,066(0,133—0) 0 0 t6+0,002(0.047—0)

Nata: ¡ ~ datos se exísresan c(>nIo media + error estándar de la media. Entre paréntesis figuran Is>s valores mayores y menores de 1)0.

Gontroles n onnal es positivos para anticuerpos anti—l lvi N
2
(1 ,ntroles normal es negariv> >5 pata anticuerpos anti—l..MN

tp<OOO 1; #p<O.OS ~<pd).(.) <tente a 25 c,ntrs>Ies normales.

3-. Estudio comparativo de la capacidad de unión de IgG anti-LMN en filariasis y

en pacientes con LES.

Se purificó lgG de una mezclade suerosde pacientescon LES o filariasispositivosen ELISA, se

alustarona la mismaconcentraciónde proteínay setitularon dilucionesseriadas.Cornosemuestraen

la Fig. 16, la absorbanciade la fracción IgG del grupode pacientescon filariasis fue superiora la

obtenidaen el grupode pacientescon LES. Ambascurvasde unión fueronsimilares,(p=l, p<0,001)

sugiriendoqueestamayorabsorbanciapodríadebersea una mayorcantidadde IgO anti-LMN en el

grupode pacientesparasitadosy no a unacapacidadde unión o afinidadde anticuerpodiferente.
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FIGURA 16. Curva.sde unión a LMN en la fracciónde IgG puriticada de una mezclade suerosdepacientescon LES

<línea discontinuo)o fílariasis (línea continua).Las doscurvasde unión sonsemejantes<p=1, p<O0OI).

La capacidadde unión de estosanticuerposa la propiaLMN y a FN seanalizópor mediode un

ELISA competitivo. Paraesteensayo,sepreincubarondurantetoda la nochea 40 C unamezclade

fraccionesIgO (ajustadasa la misma actividad anti-LMN en ambosgrupos (DO 405 nm)) y

competidoren variasconcentraciones,añadiéndoseposteriormentea pocillos de microtitulación

preincubadoscon LMN. Como semuestraen la Fig. 17, sólo la LMN inhibió la unión de estos

anticuerpos.La concentraciónde LMN requeridaparaobtenerel 50% de inhibición fue en ambos

casossimilar (8 gg/ml en LES y 10 gg/ml en pacientescon filariasis)apoyandouna afinidadsimilar

en ambosgruposde anticuerposanti-LMN. Estaactividadno seinhibió con FN (Fig. 17).

e,

•5
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0. 1

IgO (mg/mi)
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El análisisde la reactividadfrentea estaglicoproteinapor mediode un ensayode “Westernblot”

permitió demostrarla presenciade estosanticuerposen el suerode pacientesparasitadosy en los

controlesnormalespositivosen ELISA, perono en pacientescon LES (Fig. 18). En esteexperimento

se detectaronalgunasbandasque no correspondierona cadenaspesadao ligerasde la LMN,

pudiendodemostrarsepor tinción porCoomassiequeestospolipéptidosaparecencomo consecuencia

del calentamientode la preparaciónde LMN (datono mostrado).

FIGURA 18k Análisis de la presenciadeanticuerposanti-LMNpor “Western Blol’ Algunossuerosreconocenlas

típicasbandasobtenidasconLMN FRSbajo condicionesdesnaturalizantesy reductoras>incluyendola cadenapesadaA

(400 Kd) y ligeras BI y B2 (230y 220 Kd) (Sabbagaetal., 1989).La bandadealto pesomolecularprobablemente

correspondea IMN no reducidadetectadacornoconsecuenciadetratamientoreductor (5minutosa 3? C) queorigine una

reducción incompletade la molécula, Panel A: pacientesparasitados(calles 15) y suerosnormalespositivosen

ELISA (calles6, 7). Panel fi: algunossuerosdepacientesconLESpositivosenELISA> no reconocencadenapesadao

ligeras.
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Con el fin de analizarsi unarespuestaanti-polisacáridopodríaexplicarlas diferenciasen reactividad

observadaspor “WesternNoL”,se tratóla LMN con periodatosódicoa distintasconcentracionesy en

oscuridad,analizándosela reactividaden JgGpurificadade la mezclade suerosde pacientescon LES

o pacientesparasitados.Como semuestraen la Fig. 19. el tratamientode LMN con periodatoresulté

en unadisminucióndel reconocimientosimilar en ambosgrupos.El tratamientocon 5 mM casi no

afectó al reconocimientodel antígeno,mientrasque 10 mM y 15 mM proporcionaronunadisminución

de reactividadsimilar. Sin embargo.estadisminuciónno fue en ningúncasocompleta,sugiriendoe]

reconocimientode epitopospolipeptidicos.

lOO

Inhibición (%) LES

80

Filanasis

60

40

2<)

<1

-21)
Ii)

Periodatosodico<ínM>

FIGURA /9. ModificacióndecarbohidratosdeLMN. Fraccionesde IgOpurificadasa partir deunamezcladesuerosde

l>acwntescon LESo filaríasís y ajustadasa la misma actividadanti-LMN (1)0405 nm: 0,225 ¡ng/inI en LES y 0.1

mg/ini en filariasis» se hicieron reaccionarconLMN tratadacondijeren/esconcentracionesdeperiodatosódico (5, 10

15 mM). Losresultadosse expi’es</n comoporcentajededisn/inuciónde DO a 405nm: (1- (1)0 LMN ira/ada/DO LMN

PU) ¡¡‘¿it ada} ).x’100.
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o
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4-. Capacidad de los anticuerpos anti-LMN de reconocer LMN sometida a

diferentes tratamientos desnaturalizantes y renaturalizantes.

Con el fin de determinarsi las diferenciasencontradasen ‘Westernblot erandebidasa la existencia

de requerimientosestructuralesen la LMN para su reconocimientopor los sueros,se evaluó la

reactividadcon LMN nativay desnaturalizada.

Lacapacidaddeestosanticuerposde reconocerLMN desnaturalizadaseanalizóen primerlugarpor

un ensayode ELISA competitivo.Comosemuestraen la Fig. 2<), la concentraciónde LMN nativao

desnaturalizadaporcalor(100<’ C durante4 minutos)requeridaparaobtenerel 50% de inhibición corí

la tracciónIgO de pacientescon filariasisfue semejante(10 y 15 ~1g/mlrespectivamente).Aunqueen

el grupo de pacientescon LES las dos curvas de unión fueron similares (p=l, p<0,05), la

concentraciónde LMN desnaturalizadarequeridaparaobtenerel 50% de inhibición fue cuatroveces

menorqueparaLMN nativa(2 y 8 ~gml respectivamente).

Priartasis

l <10 —

Inhibición (04)

8<) —

60—
— —~— ““- Lammina tratada con calor

—a—---— Larninina nativa

4<) —

20—

5-.

a

¡ ...,,.,, ¡ ,..,,fl’ 1

0.001 <1<11 0. l

Lanúnina (mg/mi>
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LES
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Lamininanativa

25

o

FIGURA 20, ELISA competitivo con LMN nativa y desnaturalizadacon calor <100” C duran/e 4 minutos).

Fraccionestic IgG purificadaso partir de una mezclade suerosdepacientesconfilariosis o conLES. y ajustadasa la

misma act,v,dadantuLMNcomo en la Fig. Use I)reincuburon con concentracionesvariablesde LMN nativa (línea

continua) o /i’atada concalor (línea discontinua).La mezclase hizo reaccionarcon LMN por ELISA, expresóndoselos

resit it ¿tdoscomopotrento/etic inhibición.

La reactividadcon LMN sometidaa diferentestratamientos(nativa, desnaturalizadapor calor,

desnaturalizadacon SDS/~3-mercaptoetanol,o SDS sólo) fue analizadapor Dot blot’. Como sc

observaen la Fig. 21, unamezclade suerosde pacientescon filariasisreconocieronLMN sometidaa

todos los tratamientos(panel A, nóteseque las aplicacionesen las calles 3 y 5 son más anchas

probablementedebidoal efectodel SDS). Porel contrario, unamezclade suerosde pacientescon

LES, sólo reconocieronLMN nativay tratadacon calor(panelB, calles 1 y 2). Los anticuerposanti-

(1.001 0,01 0.1

Laminilía (mg/mt)
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LMN detectadosporELISA en los controlesnormales,reaccionaroncon LMN nativay débilmente

con la formadesnaturalizadapor SDS/[3-mercaptoetanol(panelC, calles 1 y 3). Unamezclade sueros

negativosporELISA no reconocenLMN en ningúncaso(panelO).

2 3 A 5 1 2 .3 4 5

200’-

loo—

50-O

.4’

FIGURA 2/. Ensayode Do/ blot’ con4 pl de LMN a diferentesconcentraciones<200, 100, 50 y 25 pg/ml) y

sometidaa varios tratamientos.Calle 1: sin tratar (nativa), calle 2: tratadacon calor (1000Cdurante4 minutos),calle 3:

desnaturalizudxicon 1 %SDS/10%f3-mercaptoetanal, calle 4: BSA,calle 5: desnaturalizadacon 1%SDSJ

Panel 4: mezclade suerosdepacientesparasitados;panelB: mezclade suerosde pacientesconLES;panel C:

mezcladesuerosnormalespositivosen ELISA;panel1.1: mezclade suerosnormalesnegativos.

Estas diferenciasde reactividadfueron tambiénencontradaspor “Westem blot” con LMN

desnaturalizaday renaturalizada.Como semuestraen la Fig. 22, unamezclade suerosde pacientes

confilariasis reconocierontanto las formasdesnaturalizadascomo las renaturalizadascon 3% NiP-40

o Tris-20% glicerol (PanelesA, E y C, segundacalleencadapanel),mientrasque unamezclade

suerosde pacientescon LES reconocieronexclusivamentelas formasrenaturailizadas(panelesB y C,
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terceracalle de cadapanel). Por otra parte, los anticuerposanti-LMN detectadosen los sueros

normalessólo pudieronsei demostradoscuandola renaturalizaciónsellevó a cabocon 3% NP-40

(panelE, cuartacalle). En esteexperimento,la cadenaligera de LMN no fue detectadapor ningún

sueropudiendoserdebido al tratamientoreductorde LMN anteriora su aplicaciónen el gel de

poliacrilamida(5 mm. a 37” C).

<2

A-

BI 8’)—

$

2345 [214

FJGURA 22. Análisis de la ¡‘eactividadconEMA!desnaturalizaday renaturalizada.PanelA: EM/y desnaturalizada,

Panel B: EMA! rertataralizodacon 3% NP-40, PanelC: EMA! renaturalizadaconTris-20%glicerol?

Calle 1 anticuerpopoliclonol antvLMN, calle 2: mezclade suerosde pacientesconfilariasis. calle .3: mezclade

suerosdepacientescon LES, calle 4 suerocontrolpositivoen ELISA, calle .1: mezclade suerosnormalesnegativosen

ELISA.

5-. Reactividad frente a componentes de matriz extracelular por Ininunofluores-

cencia Indirecta.

Con d t’in de analizarla reactividadfrentea componentesde MEC, se estudiarontodoslos sueros
0

que dieronpositivosen ELISA. El patrónde fluorescenciaidentificadocon el suerode pacientescon

1 2345
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en la Fig. 24. En LES, la presenciade anticuerposanti~LMN correlacionósignílicatívamentecon la

capacidadde reconocerADN de hélicesencilla(r=O,8O1, p4t025),mientrasqueen fflariasis no se

encontrócolTelaciónsignificativaentreambasactividades(r=O,273,pMhl. ns.).
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FiGURA 24. Correíacio<n en/re los nivelesde anticuerposami LMN y anticuerposanti-AI)N de hélice sencillo en

¡“loriasis (n=12) y en LES(n~8) ala dilución 1/50. Los resobadosse expresancornoporcen.tq/edc u.n suerocon/rol

postttvoincluidoen codíí placade m¡crott/uloc¡on.

7-. Capacidad de los anticuerpos anti-LMN de inhibir la adhesión de células U937

a pocillos preincubados con LMN.

La LMN interaccionacon multitudde tipos celularesa travésde unagranvariedadde receptores

(Mecham,1991). Con el [‘inde analizarunaposibleimplicación fisiológicade estosanticuerpos,se

deteí’minóla capacidadde inhibición de la adhesiónde célulasU937. Estascélulasexpresancadenas

[~1y a6 (VLA-6) pero no al (VLA-l) ó u2 (VLA-2). La unión a LMN no pudoserinhibida con el

anticuerpomonoclonalGoH3 (anti-a6) como ha sido previamentedesci’ito (Kovach et os’., 1992),

sugiriendola implicaciónde otrosreceptoresde LMN en estainteracción(datosno mostrados).

.ES

y = 1,45,4>.. 5<54

Fi lar,as,

y =0.127x+ .995

4

<5 25 5<5 50 1(5<)

Anticuerpos anti’l,MN
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Como semuestraen la Hg. 25a,algunossuerosde pacientescon filariasis fueron capacesde

inhibir la adhesióna pocillos de microtitulación.Lacapacidadde inhibiciónseasocidsignificativa~

mente a la presenciade actividad anti-LMN cuandoel ensayose realizó con 100 1d de suero

(p.cO,00
25,Fig. 25b). No seencontrócorrelaciónentrenivelesde IgG y porcentajede inhibición

(r4),14).

PANEL A
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FIGURA 25.Análisisde la capacidadde inhibición de la adhesiónde célulasU937a LMN.

¡>anel A: Foto 1: adhesiónen ausenciade anticuerposonti-LMN (PRS-1%RSA).Fo/o 2: adhesióncon 100 pl de

í.tn sueronegativo.Foto .?: adhesiónenpresenciade un policionalonti-LMN (1/100).Fo/os4, 5, y 6: algunossuerosae

pacientes ¿‘oit filariosis pos~tívosen ELISA(100pl) soncapacesde inhibir estaadhesión.

Panet B: Porcentajede inhibición de la adhesióndecélulasU937 con un antisueropoliclonal anti-LMN (1/10(3 y

1/20,000), 100 o 5(3 pI de suero de pacientescon filariosis positivosen ELISA (n= 12), y 100 o 50 pi (le sueros

coíttroles’ normalesnegativos(n=9). tp<0,002.i essuerosnegativos(10(3 pl). Losdatosse expresancomoinedia + error

estándardc¿ lo inedia.

*
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DISCUSION
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El suerode pacientescon lupus eritematososistémico(LES) secaracterizapor la presenciade

autoanticuerposdií’igidos a partículasribonucleoprotéicas(RNP) muy conservadascomo Ro/SSA,

La/SSB,Sm, UI RNPy ribosomas(Clark et al., 1969; Mattioli & Reichlin, 1974; Tan & Kunkel,

1966; Elkon cfal., 1985).La caracterizaciónserológicade estarespuestaesde gran importanciaen el

diagnóstico.Así, la presenciade autoanticuerposanti-Sm esespecíficadel LES, y constituyeuno de

los II ct’itetios aceptadosparael diagnósticode estaenfermedad(Tan etas’., 1982).La evidenciade

que estaspartículasRNPparticipanactivamenteen procesosde transcripcióny síntesisde proteínas

haceposiblela existenciade proteínashomólogasen otrosorganismoscomoprotozooso helmintos

(Francocuretas’., 1985b: Mesí’i etas’., 199<); McCaulifl’eetai., 199(W). Deestamanera,un sujetoque

sufreunaparasitosispodríadesarrollarunarespuestainmune dirigida aantígenosdel parásitoque,

por fenómenosde mimetismomolecular,podríaimplicar el reconocimientode autoantígenosdel

hospedador(Levin, 1991: Lux cf al., 1992).La identificaciónde proteínasde protozoosy helmintos

con un elevadogradode homologíacon autoantígenoshumanos,esun indicadortanto de un posible

origen infeccioso como responsablede la aparición de autoanticuerposen enfermedades

autoinmunes,comode un posiblepapelpatogénicode los autoanticuerposen las manifestaciones

clínicasasociadasa infestacionespor parásitos(Levin, 1991; Meilof cf aL, 1993).

Ademásde la presenciade autoanticuerposanti-RNP,el suerode pacientescon LES contiene

anticuerposdirigidos a antígenosde MEC como colágenos,fibronectinao glucosaminglucanos

(Morelandetas’., 1991; Atta cf al., 1994a;Faabercf al., 1984). La identificaciónde proteínas

semejantesa estoscomponentesde MEC en la superficiede parásitos(Selkirk cf al., 1989; Bretanacf

os’., 1986),haceposibleque en estospacientesse desarrolletambiénunarespuestade anticuerpos

anti-MECsemejantea la descritaen LES.

En estaTesis Doctoral sehan comparadola respuestahumoral a autoantígenosnuclearesy

citoplasmícosde naturalezaribonucleoprotéica(Ro/SSA, LaJSSB,Sm, U 1 RNP y fosfoproteinas

ribosomales)así como de localizaciónextracelular(laminina)en pacientescon LES y pacientes

parasitadospor protozoosy/o helmintos (Tablasy y VI), con el fin de analizarsi la presenciade
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parásitospodríainducir una respuestade autoanticuerpossemejantea la originadaen LES. Los

parásitosincluidos en el estudioson de localizacionesmuy variadas,encontrándoseprotozoos

intestinales(E. histoíytica, B. hominis, G. lamblia) y de sangre (P. jálciparurn), nemátodos

intestinales(71 trichiura, A. s’umbricoides) y de sangreo tejidos (M. pe¡stans,M. streptocerca,O.

vos’vuíus y 1.. s’oa) y tremátodosextraintestinales(S. nwnsoni).

El análisis de los suerosde una poblaciónheterogéneade pacientesparasitadospor IFI sobre

célulasHep-2(Tabla y), indicó queun gran númerode estosreconocíanautoantígenosnuclearesy

citoplásmicos(Fig. 1, panelesG-N). Algunosde los patronesidentil’icadosfueron semejantesa los

encontradoscon controlesde autoanticuerposanti-Ro/SSA,La/SSB,Sm, UIRNP o ribosomales

(Hg. 1; véansecomparativamentelos patronesnuclearesy/o citoplásmicosde los panelesF-H, B-N,

C-L o D-G) y, aunqueen la mayoríade los suerosno sepudo relacionarel patrónde IFI con el

reconocimientode éstos.seevaluóla presenciade dichosautoanticuerpospor la posibilidadde quela

respuestapoliclonal desarrolladaen estapoblaciónpudieraenmascararsu posiblereconocimiento.En

estesentido, el estudiocomparativode los patronesde lEí obtenidoscon un grupo de sueros

controles permitió comprobarque, aunque muchos de ellos poseían especificidadesde

autoanticuerposcomunes,la existenciade variasde estasespecificidadesen un mismosuerotraía

consigo la superposiciónde patroneshaciendodifícil la identificación de los autoantígenos

reconocidos(Fig. 1. panelesA-F).

Portanto,se analizóla presenciade anticuerposanti-RNPen 3<) suerosdela poblaciónheterogénea

de pacientesparasitadospor medio de un ensayode ELISA con Ro/SSA,La]SSB, 5n3 y U 1 RNP

recombinantes,encontrándoseque un elevadoporcentajeposeíaestosautoanticuerpos(Fig. 3). y

sugiriendoque la positividadencontradaporlEí podríaestarrelacionadacon su reconocimiento.

Con el fin de evaluarmásprecisamenteestosresultados,sepusoa punto unatécnicade Western

blol’ con extractosde timo de conejo,bazohumanoy ribosomaspurificadosde rata,empleandopara

ello unapoblaciónde pacientescon LES quepermitieravalidar el ensayo.Así, el preparadode timo

de conejopermitióanalizarla presenciade autoanticuerposdiiigidos a la fosfoproteinaLa/SSE,les
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polipéptidosB’¡B y D de Sm, y los polipéptidosC y de 70 Kd asociadoa la partículaUl RNP (Fig.

6), el extractode bazo humanopermitiódetectarautoanticuerposfrentea los polipéptidosde 6<> y

52/54Kd de Ro/SSA(Ng. 8), y el extractode ribosomaspurificadosla presenciade autoanticuerpos

anti-PO, Pl y P2 (Fig. 4). En esteúltimo caso,aunqueel polipéptidoP2sólo sedetectódébilmente

por los suerosde pacientescon LES, se pudo comprobarque dicho reconocimientoaumentaba

cuandolas fosfoproteinassesometíana un tratamientorenaturalizante,lo que indicó ademásla

existenciade epítoposconlormacionalesen éste polipéptido (Fig..5). Las frecuenciasde

autoanticuerposencontradasporesteensayocorrelacionaroncon las descritasen la literatura(Tan,

1989)exceptoparalos autoanticuerposanti-UI RNP, lo que permitió ademásdefinir un ensayo

sensibley liable.

Los suerosde pacientescon LES estudiadospor “Western blot” se analizarontambiénpor la

técnicade ELISA empleadaparael análisisde estarespuestaen la poblaciónde pacientesparasitados,

con el fin de comprobarel gradode correlaciónentreambosensayos.La concordanciaencontradaen

la detecciónde autoanticuerposanti-La/SSEfue casiperfecta(¡<41,871.p<0,00l:Tabla VII). Sólo se

encontróel suerode un pacientecon LES positivoen ELISA y negativoen “Western hlot”. La

descripciónde determinantesantigénicosconl’ormacionalesen LaISSB podríaexplicarqueel suerocrí

cuestiónno reconocieraesteautoantigenoen unatécnicamuydesnaturalizantecomoel Westernblot

(McNeilage etas’. 1992).No obstante,el valor de DO obtenidoporELISA enestesuerono l’ue muy

elevado<datono mostrado),pudiendodeherseestadiferenciaa unamayorsensibilidadde esteúltimo

ensayoen la detecciónde estosautoanticuerpos.

Laconcordanciaencontradaen la detecciónde autoanticuerposanti-Smfue de nuevocasiperfecta

(k=(>,833. pa>,(fl) 1; Tabla VII). En este caso, los resultadosdiscordantescorrespondieron

principalmentea suerospositivospor “Westernblot” y negativosen ELISA (n=3).Estadiscrepancia

podriadebersea unamayor sensibilidaddel “WesternbloC’ basándoseen que poresteensayosí se

detectaronéstosautoanticuerpos.La existenciade un sueropositivo en ELISA y negativoen

“Westernblot”, pudodeberseaqueéstesueroreconociesemonoespecíficarnentelos polipéptidosE.
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F o G de bajopesomolecularqueno sedetectaronen el preparadode timo de conejo.

Los resultadosobtenidosen la detecciónde autoanticuerposanti-Ro/SSAy UI RNP fueronmenos

homogéneosque en La/SSB y Sm. encontrándoseconcordanciasdentro del rango moderado

(¡<=0.474paraRo/SSA(p<0,O0l), y ¡<=0,566paraUíRNP (p<0,00l); TablaVII). En amboscasos,

la ausenciade correlaciónsedebióa la existenciade suerospositivosporELISA petonegativosen el

‘Western bloC’. El análisis de estafalta de correlaciónentreambastécnicasindicó un sesgo

(estadísticode McNemar: 13 y 11, respectivamente)cuyo significado,aunquedifícil de definircrí

ausenciade un “patrón oro”, parecedebersea una mayor tendenciadel ELISA a proporcionar

resultadospositivos(TablaVil).

No obstante,estaausenciade concordanciapudo serdebidaa otrascausasque en el casode

Ro/SSApodríaserhubierasuerosquereconociesenpreferentementeepítoposconformacionalesCli

esteautoantígenono detectablespor “WesternbloC’ (Boire eral., 1991).En UlRNP. la no detección

del polipéptidoA en el preparadode timo de conejono pareceserla causantede la apariciónde

suerosnegativosen “Westernblof’ y positivosen ELISA, ya queen sedeslargasde pacientescon

LES no sehanidentificadosuerosque reconozcanmonoespecíficamenteestepolipéptido(Habetscf

al. 1985). Es másprobablequeen esteúltimo casoel problemaradiqueen la técnicade “Western

blot’, donde la frecuenciade suerosde pacientescon LES con autoanticuerposfrente a este

autoantígenofue menorque la descritapreviamenteen la literatura(Tan, 1989).Aunqueno sepudo

descartarque la preparaciónde autoantígenosRo/SSAy U 1 RNPempleadaen la técnicade ELISA

no l’uera lo sul’icientementepura, la discordanciade resultadospodríaserunaconsecuenciade la

policlonalidadde la respuestaanti-RNPen LES, que puedeoriginarel reconocimientode diferentes

determinantesantigénicosen un mismo autoantígeno.Esto puede hacer que diferentes

inmunoensayosdetectensubpoblacionesde la respuestatotal de autoanticuerposa un mismo

autoantígeno,cuyareactividadpuedediferir tantocualitativacomocuantitativamente(Saitta& Keene,

1992), fenómenosimilar al observadoen la respuestaanti-P con ribosomasdesnaturalizadoso

renaturalizados(Fig .5). En estesentido,los resultadosobtenidosen poblaciónnormal fueron
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aceptables,indicandoquelos problemasestánrestringidosaalgunospacientescon LES.

Unavezestablecidala utilidad de ambastécnicasen la detecciónde autoanticuerposanti-Ro/SSA,

La/SSE,Sm y UI RNP, seanalizópor “WesternbloC’ la poblaciónde pacientesparasitadosen los

que previamentese habíadetectadoen ELISA un elevadoporcentajede sueroscon autoanticuerpos.

Como se muestraen las Figs. 10 y II, ningún sueroreconocióestosautoantígenosaunquela

mayoríade ellos presentaronanticuerposfrente a otros polipéptidosen los preparadosde timo de

conejoy bazohumano.Aunquela movilidadrelativade algunosde los polipéptidosreconocidosfue

semejantea la de La/SSB, PO o B’/B, el posteriorestudiopor inmunoprecipitaciónde ARN de

extractosmarcadosde célulasHeLano indicó lapresenciade dichosautoanticuerpos(Fig. 13). El

reconocimientode antígenoscitoplásmicospor IFI en la mayoría de los suerosde pacientes

parasitadostampoco se pudo relacionarcon la presenciade autoanticuerposdirigidos a las

~‘osfoproteínasribosomalesPO, Pl y P2 (Fig. 12).

Las explicacionesposiblesa estasdiscrepanciasde resultadosentreel ELISA y el ‘Westernblot”

en la poblaciónde pacientesparasitadosson varias. La correlaciónentreniveles de ¡gO y DO en

ELISA I’ue bajaen los cuatroautoantigenosanalizados,indicandoque éstosniveles no son los

principalesresponsablesde la mayoro menorpositividaden ELISA. Porotro lado,la posibilidadde

que estosautoanticuerposse detectenexclusivamenteen ensayosen los que la desnaturalizaciónde

los antígenossea mínima, fenómenoobservadoen algunospacientescon LES (Boire etas’. 1991,

McNeilageu cl. 1992),no pareceserla causadeestasdiscordancia’,ya queestaspartículasRNP no

se reconocieronpor inmunoprecipitaciónde ARN, técnicaen la que su conformaciónno se ve

alterada.Parecemásprobablequeotros antígenossemejanteso igualesa los que fueronreconocidos

por los suerosen “Westernblot”, pudierancontaminarlas preparacionesempleadasen el ELISA.

Por tanto, los resultadosparecenindicar que estos suerosno reconocenlas partículasRNP

reconocidasespecíficamenteporpacientescon enfermedadesautoinmunescomoel LES, aunquesi

reaccionancon otrasproteínaspropias.Aunqueno sepudo compr<)barla existenciade proteínas

semejantesa Ro/SSA.L&/SSB, Sm, UI RNP o IbsioproteinasPO. Pl y P2 en estosparásitosdebido
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a la imposibilidad de obtenerlosen cultivo, los estudiosprevioshanpermitidoatribuirlesfunciones

celularesvitales que hacenposiblela presenciade polipéptidossimilaresen multitud de parásitos

(Sharp.1987; Lerneretas’.. 1982; Deutscheretas’., 1988; Boire &Craft 1990; Keene,1989;Uchiumi

c/ al., 199<)). Así, péptidos homólogosque son reconocidospor el suero de pacientescon

enfermedadesautoinmunes,sehan identificadoen protozoosy nemátodos(Francoeurcf al., 1985b;

Mesri u al., 1990; McCaulifl’e cf al., 1990b).Aunqueen experimentosde inmunización con

partículasRNP propiasrealizadosen ratonesno se ha conseguidodesarrollarla respuestade

autoanticuerposcaracterísticade LES (Hinesetas’., 1991; Fatenejadcf al., 1993), ésta sí se ha

conseguidoal inmunizar con pt’oteínasextrañashomólogas(Fatenejadcf al., 1993: Reuter &

Luhrmann. 1986: Hines cf al., 1991). No obstante,en algunos casosla especificidaden el

reconocimientodel autoantígenorelevantedifiere de la encontradaen la enfermedadespontánea

<Hinesetas’., 1991).

Unade las característicasquerelacionanel LES y las enfermedadesparasitarias,esla activación

policlonal con la consiguientehipergammaglobulinemiaasociadaal reconocimientode antígenos

propios.Sin embargo.en LES éstossonmuy concretos,aparecenagrupados(partículasde la seí’ieY

(Ro/SSA y La/SSE) ó U (Sm y UI RNP)), y en algunos casosson muy específicosde esta

enfermedad(anti-Sm),indicandoqueestaactivaciónpoliclonal no esal azary quesólo unoscuantos

clonesse estimulan(Gliaravi cf al., 1988). El inmunógenoresponsablede esta activación se

desconoceen la actualidad,aunqueseha postuladoquepartículasRNP intactasextrañas,o partículas

RNP propiasjunto a polipéptidosextrañospuedanactuarcomotal (Hinescf al.. 1991; Fatenejadu

al., 1993; Fatenejadcf ab. 1994).

Por el contrario, los resultadosindican que la activación policlonal E que ocurreen pacientes

parasitadosoriginael reconocimientode una gran variedadde antígenospropios,aunqueentreéstos

no se incluyen las partículasRNP reconocidasespecíficamentepor pacientescon LES u otras

enfermedadesautoinmunesrelacionadascomoel SSo EMTC.

Aunquesehan descritorespuestasde autoanticuerposanti-RNPen infestacionesporparásitos.hay
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evidenciasque indican diferenciasentreéstay la desarrolladapor pacientescon LES. Así, la

apariciónde autoanticuerposanti-ribosomalesen el suerode pacientescon enfermedadde Chagas,se

ha relacionadocon cardiomiopatíay concretamentec<rn miocarditisactiva(Mesri eral., 1990; Levin,

1991). Sin embargo,en pacientescon LES estosmismosautoanticuerposse asociancon psicosis

lúpica(Bonfa u as’., 1987). Algo parecidoocutTeconlos autoanticuerposanti-Ro/SSA(calreticulina)

detectadosen el suerode pacientesparasitadospor O. valvus’us. Aunqueen estecasosu presencia

tampocoseha correlacionadocon la clínicaasociadaal SS o al lupuscutáneosubagudo(Lux cf os’..

1992),sehandescritocomplicacionesreumatológicasen la oncocercosishabiéndoseinclusohablado

de estainlestacióncomode un “reumatismotropical” (Pearson,1988).No obstante,la relaciónentre

el sistemaRo/SSA-anti-Ro/SSAy la calreticulinaestáactualmentesujetaacontroversia(Rokeachcf

al., 1991), lo que podríaexplicar la falta de autoanticuerposanti-Ro/SSApor “Western blot’ e

inmunoprecipitaciónde ARN en los pacientesparasitadospor O. valvulus incluidos en la población

estudiada.

Ademásde) reconocimientode antígenosnuclearesy citoplásmícosporlEí sobrecélulasHep-2,el

estudio de los sueros de pacientesparasitadossobre criocortes de tejido de rata indicó el

reconocimientode estructurasde MEC. Uno de los patronesidentificadosen un mayor númerode

suerosl’ue semejanteal reconocimientode laminina (Fostercf al, 1993; Abrahanisoncf al, 1989),

obteniéndoseademásidénticopatróncon un antisueropoliclonal anti-LMN (Hg. 2). De los ocho

suerosquepresentaronestepatrón,sietecorrespondierona pacientesparasitadospor nemátodosde la

SuperfamiliaFilarioideaporlo queseanalizóla presenciade estosanticuerposen una poblaciónde

pacientescon filariasis (Tabla VI). Además,seestudióunapoblación de sujetosnormalesy una

población de pacientescon LES en los que, aunquepreviamenteno se han detectadoestos

anticuerpos,sí sehan descritoen modelosmurinosde estaenfermedad(Ratkayetas’., 1991:Florquin

etas’.. 1991).

El estudiode estarespuestapor ELISA indicó que los anticuerposanti-LMN de claseIgO se

encontrabanelevadosen pacientescon filariasis y pacientescon LES frente a poblaciónnormal
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(p<0,O00l y p<O,Oi respectivamente).Utilizando dos desviacionesestándarsobrela mediade los

valoresde DO obtenidosen 30 suerosde poblaciónnormalcomo corte paraestablecerniveles

elevadosde anticuerposanti-LMN, 2013(> pacientescon filariasis, 12/87 pacientescon LES, y dos

suerosde poblaciónnormalpresentaronestosanticuerpos.

La distribución de subclasesde IgO anti-LMN fue diferente(TablaVIII). Mientrasque IgOl se

encontróelevadaen todoslos grupos,la respuestaIgG2 e IgG3 aparecióexclusivamenteen pacientes

con l’ilariasis. Estasdiferenciasen el perfil de isotiposde autoanticuerposdirigidos a un mismo

autoantígenoen enfermedadesautoinmunese infecciosashansido tambiéndescritasen la respuestaa

proteínasP ribosomalesencontradatanto en pacientescon LES como en la enfermedadde Chagas

(Levin, 1991).

El análisisde la capacidadde unióncon IgO purificadade unamezclade suerosde pacientescon

LES o filaí”iasis peí’mitió comprobarque ambascurvasde unión eransemejantes(p<O,OOl,Fig. 16),

requiriéndosela mismaconcentraciónde LMN paraobtenerel 50%de inhibición, y sugiriendoquela

afinidad mediade estosanticuerposeraparecida(Devey cf aL, 1988). Sin embargo,los suerosde

pacientescon LES no reconocieronesteantígenoen unatécnicadesnaturalizantecomoel “Westem

blot”’. mientrasque los pacientescon filariasis reconocierontanto la cadenapesadacomola ligera

(Fig. 18).

Se evaluó por oxidación de LMN con periodato sódico si una posible respuestadirigida a

polisacáridosde LMN pudieraserla responsablede las diferenciasde reactividadpor ‘Westernblot,

encontrándosequeel reconocimientode la LMN tratadacon periodatoerasemejanteen ambosgrupos

de pacientes(Fig. 19). Aunqueno sepudoconcluir exactamentela importanciade la respuestaanti-

polisacáridodebidoa la posiblemodificaciónde aminoácidoscomoconsecuenciade estetratamiento

(Fei’zi & Childs, 1987),los resultadossugirieronquela respuestafrentea estaglicoproteinano era

exclusivamenteuna respuestaanti-polisacáridoy no explicaronlas diferenciasobservadaspor

“Westernblot”. Además,estarespuestaanti-LMN no sepudo inhibir con otra moléculaaltamente

glicosiladacomo la FN (Hg. 17).
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Se analizó por tanto la capacidadde estosanticuerposde reconocerlormasdesnaturalizadasde

LN4N. Por medio de un ensayode ELISA competitivo, la concentraciónde LMN nativa o

desnaturalizadanecesariaparaobtenerel 50% de inhibición en pacientescon filariasis fue semejante

(10 y 15 gg/ml respectivamente,Fig. 20). Sin embargo,en pacientescon LES la LMN tratadacon

calorpareciósermejorinhibidor quela LMN nativa,y aparentementeestosresultadosparecíanestar

en contradiccióncon el “WesternbloC’. No sepudoexplicarestadiscrepanciaqueprobablementeesté

relacionada bien con los distintos tratamientosdesnaturalizantesempleados(hervido o

desnaturalizadocon SDS4bmercaptoetanol),o con las diferenciasentreun ensayode “Westet’n blot’”

y un ensayode inhibición en fase líquida, pet’o estosresultadossugirieronunos requerimientos

estructuralesdistintosen ambosgruposde pacientesparael reconocimientode LMN. Estepuntose

conlirmóporensayosde ‘‘Western bloC’ y ‘Vot—bloC’. Pormedio de un ‘Vot—bloC’, el reconocimiento

de LMN por pacientescon LES pudo sersuprimido con el tratamientode éstacon SDS y ~3-

mercaptoetanolpero no despuésde desnaturalizaríapor calor(Fig. 21, panelB), mientrasque en

pacientescon lilariasis se reconociótanto LMN nativa comodesnaturalizada(Hg. 21, panel A),

Además,unamezclade suerosde pacientesparasitadosreconocieronpor “Western blot” tantoLMN

desnaturalizadacomo renaturalizada(Fig. 22, segundacalle de cadapanel), mientrasque los

pacientescon LES sólolo hicieron despuésdel tratamientorenaturalizantecon 3% NP-40ó Tris-20%

glicerol (Fig. 22, terceracalle de cadapanel).

Los resultadossugierenque el reconocimientode LMN en pacientescon LES dependede la

conlormacionde ésta,lo que podríaestarrelacionadocon la falta de reactividadde estossuerosen

“Western bloC’ con LMN desnaturalizada.Observacionespreviashan demostradoque la unión a

LMN de un anticuerpomonoclonalanti-ADN (H241)con actividadanti-LMN derivadode un modelo

murino de lupus, puedesersuprimidacon la desnaturalizaciónde LMN con SDS,mientrasque un

antisueropoliclonal anti-LMN reconocetambiénla moléculaen la formadesnaturalizada(Sabbageet

al., 1989).En estesentido,la reactividadobservadapor “Westernblot” en pacientesparasitadoscon

LMN desnaturalizadao renaturalizada,essimilar a la encontradacon el policlonal anti-LMN (Fig. 22,
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primeray segundacalle de cadapanel).

En los dossuerosnormalespositivosen ELISA, la reactividadfue demostradaexclusivamentepor

éstametodologíay débilmentepor “WesternbloC’ y “Dot-bloC’ (Figs. 18 y 21). Aunquelos títulos en

ELISA fueron similaresa los encontradosen pacientescon LES (Fig. 15), la reactividadde los

sueros normalescon LMN fue distinta. En “Western bloC’ con LMN desnaturalizadaestos

anticuerposse demostraronen los dossuerosnormales,si bienuno reconociócadenapesaday otro

ligera (Fig. 18). En la Fig. 22 uno de éstossuerosnormalesno reconocióLMN desnaturalizada,y

estafalta de correlacióncon los resultadosobtenidosen la Fig. 18 podríaestarrelacionadacon el

tratamientoreductorde LMN anteriora su aplicaciónen el gel de poliacrilamida(.5 mm. a 37<’ C), que

no permitióel reconocimientode cadenasligerasde LMN en ésteensayoconcreto.En estesentido.,

unamezclade suerosde pacientescon filariasis tampocoreconociócadenasligeras,detectándosesólo

débilmentecon el policlonal anti-LMN (Fig 22. primeracalle de cadapanel).Las diferenciasde

reactividadde estosanticuerposen poblaciónnormaly LES sepusieronde manifiestoal analizarel

reconocimientode lormasdesnaturalizadasy renaturalizadas.Mientrasqueen el primercasosólo se

reconocióLMN renaturalizadacon 3% NP-40, tina mezclade suerosde LES reconocieronLMN

renaturalizadacon Tris-20%glicerol ó 3% NP-40(Fig. 22, terceray cuatiacallede cadapanel).En

“Dot-blot” la reactividadde unamezclade suerosnormalespositivosdifirió tambiénde la encontrada

en unamezclade suerosde pacientescon LES (Fig. 21, panelesB y C).

Así, los anticuerposanti-LMN detectadosen poblaciónnormalparecendistintosa los encontrados

en LES o l’ilariasis. Estudiosprevios han demostradola presenciade anticuerposnaturalesen

poblaciónnormaldirigidos contrael epítopoGal abSGal presenteen LMN EHS (Towbin etas’.,

1987). Además,seha descritola existenciade anticuerposnaturalesanti-LMN en suerohumano

normal(BernemanA. cf al, 1993),relacionándoseestosanticuerposcon cepasbacterianasdela flora

intestinalcomo Evcherichía cos’i y Klebsiels’apneuínoniaequeexpresandichosepítoposGal al-3 Gal

(Galili etas’., 1984).

El estudiode la actividadanti-LMN depacientescon filariasis por IP! permitió identificarun patrón
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de fluorescenciarodeandocélulasde la musculaturalisa de estómagoasícomotúbulosrenalessimilar

al obtenidocon el antisueropoliclonal anti-LMN (Fig. 23, panelesA y B). Este patrónsólo fue

identificadoen los sueroscon mayorestítulos en ELISA, lo que probablementefue debidoa las

diferenciasde sensibilidadentreambosensayos.La reactividadanti-LMN fue tambiéndetectada

débilmentecon lgG purificadade un sueronormalpositivoen ELISA, pero no de unamezclade

suerosnormalesnegativos(Fig. 23. panelesD y E). Aunqueen pacientescon LES se pudodetectar

débilmenteestepatrónen la membranabasalde los túbulosrenales,no se pudo identificar una

reactividadsimilar sobremusculaturalisa de estómago,a pesarde que algunosde estossueros

presentarontítulos en ELISA similaresa pacientescon filariasisque si reconocieronLMN en este

substrato(Fig. 23. panel C). Una posible explicacióna estadiscrepanciapodríaserque en los

pacientescon LES, los anticuerposanti-LMN estuviesenreaccionandocruzadamentecon otros

autoantígenospresentesen las secciones.

Estudiosprevioshan demostradoque los autoanticuerposanti-ADN, los principalesmarcadores;

serologicosen pacientescon LES, reaccionancruzadamentecon componentesde MEC (Faabercf os’.,

1984). Algunos anticuerposanti-ADN son capacesde formar depósitosinmunespor unión a

estí’ucturasdistintasde ADN presentesen localizacionesextracelularesdentrodel glomérulo (Madaio

etas’, 1987). En estesentido,se ha demostradoque un anticuerpomonoclonalanti-ADN derivadode

un modelo rnurrn<) de LES, e.scapazde reaccionarcruzadamentecon LMN (Sabbageeral., 1989).

En la enfermedadcrónicainjerto frente a hospedador(GVHD), un modeloempleadoparael estudio

de la respuestaautoinmuneque caracterizael LES humano(Gelpícf aL, 1986), la presenciade

autoanticuerposanti-LMN de subclaseIgOl se piensaque juegaun papel importanteen la

inmunopatologiarenal, habiéndoseincluso detectadoestosanticuerposen eluidos del glomérulo

(Florquincf al., 1991).Como seobservaen la Fig. 24, los nivelesde anticuerposanti-LMN en LES

correlacionansignificativamentecon los nivelesde anticuerposanti-ADN de hélicesencilla(r=O,801:

p<O,<)25). Es de destacarquela frecuenciade apariciónde anticuerposanti-ADN de hélicesencillaen

LES es máselevadaque la frecuenciade anticuerposanti-LMN descritaaquí, lo quepareceindicar
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que sólo una subpoblaciónde pacientescon LES y anticuerposanti-ADN seríancapacesde

reaccionarcruzadarnentecon LMN. En estesentido,seha sugeridoque los autoanticuerposano-

ADN que se unen al riñón en pacientescon lupus, podríanconstituir una suhpoblaciónde

autoanticuerpos’anti-ADNde bajaafinidad caracterizadapor la capacidadde reconocerciertos

constituyentesdel glomérulocomoglucosaminglucanos(Isenberg& Shoenfeld,1987:Naparstek&

Plotz.. ¡993). La correlaciónencontradaentre los nivelesde ambosanticuerpos.sugiereque esta

glicoproteinapuedeestartambiénimplicadaen la unión de anticuerposanti-ADN al glomérulo.NO

obstante,si los anticuerposanti-LMN detectadosen pacientescon LES reaccionancruzadamentecon

ADN de doblehélicey/o estánimplicadosen el dañoglomerularsedesconoceen la actualidad.

Porel contrario, los nivelesde anticuerposanti-ADN detectadosen pacientescon filariasisfueron

muy bajos (Fig. 24), no encontrándosecorrelaciónsignificativaentreéstosy los anticuerposanti-

LMN (i’=0.273: p><XI. ns.). Aunqueseha descritola existenciade anticuerposanti-ADN en e]

suerode pacientesparasitadospor filarias (Thomascf al., 1989),su presenciano seha asociadocon

el idiotipo 16/6. un idiotipo público relacionado estrechamentecon los autoanticuerposanti-ADN de

doblehéliceen LES, y queaparecetambiénen infestacionescrónicasporhelmintos(Thomasetas’.,

1989).

En algunasenl’ermedadesparasitariascomola Leishmaniasiscutáneaamericanao la enfermedadde

Chagas,la presenciade anticuerposanti-LMN en suerose ha explicadoporla existenciade moléculas

semejantesa éstaen la superficiede los parásitos(Bretanaet al., 1986). Sin embargo,estudios

recientessugierenque estasmoléculasno existenen la superficiede filarias, postulándoseque el

inímetismomolecularno seael causantede laapadciónde estosanticuerpos<Petralanda& Piessens,

1994). Aunqueen estostrabajosno sepudo excluir con certezala presenciade dichasmoléculas

semejantesa LMN, se sugirió que proteasasderivadasdel parásitopudierandegradarla LMN

permitiendoasí la exposiciónde epítoposnuevossusceptiblesde serreconocidospor el suero,

implicando ademásdirectamentea estemecanismoen la dermatitisproducidapor O. vas’vulus

(Petralanda& Piessens,1994).
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Las funcionesatribuidasa la LMN sonmúltiplese incluyenadhesión,migración.crecimientoy

diferenciaciónde varios tiposcelulares(Sasakicf as’., 1988;Aumailley cf al., 1987; Graftcf al., 1987;

Kuboatacf nl., 1992).Además,la moléculacompletao fragmentosde ésta,puedeactuarcomo factor

quimiotáctico de mastocitos,proporcionandoun mecanismopor el cual éstascélulaspuedenser

atraídasa sitios de daño tisular (Thompsoncf al., 1989).Estaactividadpodríaserespecialmente

relevanteen lasrespuestasde los tejidos del hospedadora la inflamaciónqueacompañainfestaciones

por parásitos,encontrándoseademásqueun anticuei’popoliclonal anti-LMN escapazde inhibir esta

quimiotaxis (Thompsonetas’., 1989). Por otra parte,estudiosprevios han demostradoque los

anticuerposanti-LMN puedenregularel tráfico de linfocitos (Weglinsky-Kupiec& De Sousa,1991).

La demostraciónde quela LMN no estáconfinadaexclusivamentea las membranasbasales,sinoque

ademásformapartede la matriz del estroma,apoyala posibilidad de quecomponentesde la MEC

puedanregularel tráfico de linfocitos a travésdel endotelio así como dentro de distintos

microentornosdentrodel tejido linfoide (De Sousacf al., 1991). Estosmecanismosindicaríanuna

participaciónactivade la LMN en la regulaciónde la respuestainmuneen multitud desituaciones.

Con el fin de analizaruna posible implicaciónfisiológicade estaactividadanti-LMN. se determino

la capacidadde inhibir la adhesiónde la líneacelularU937 apocillos de microtitulaciónpreincubados

con LMN. Como seínuestraen la Fig 25, la presenciade estosanticuerposen suerocorrelaciona

sit~nificativamentecon la capacidadde inhibir la adhesiónde estalíneacelular(p<0,0025),lo que

podríaestardirectamenterelacionadocon un posiblepapelfisiológico de estosanticuerpos.Así, se

podríaespecularque la apariciónde estosanticuerposen sueropodríaserun mecanismoregulador

desarrolladoporparásitoscon el fin de evitar la respuestainmunedel hospedador.Sin embargo,sól.>

con grandesvolúmenesde suerosepudo inhibir estaadhesiónpor lo que no sepuedeasegurarla

importanciafuncional ¡rs vivo. En estesentido,serequierenestudiosmásprofundoscon anticuerpos

anti-LMN purificadosde suero,asícomo con líneascelularesqueexpresenun únicoreceptorcon el

fin de evaluarmásprecisamenteestosresultados,asícomo de determinarlos receptoresimplicados

en estainhibición. Desafortunadamente,no sepudoestudiarestacapacidadde inhibición en sueros
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de pacientescon LES debidoal alto volumende suerorequeridoparael ensayo.

Cualquieraqueseael significadode estosanticuerpos,los resultadosindican queel reconocimiento

de LMN esdiferenteen LES y filariasis, y apoyanel conceptode quelos anticuerposproducidospor

inmunizacióncon moléculassimilarespresentesen parásitos,poseenespecificidadesdistintasde los

producidosespontáneamenteen enfermedadesautoinmunescomo el LES. Estasdiferenciasde

reactividadfrentea LMN podríanestarrelacionadascon un posible papelpatogénico(¿LES?)o

protectoí’/regulador(¿filariasis?)de anticuerposdirigidosfrentea un mismoantígenoen dos grupos

de pacientes.

Hay descripcionesen la literaturaen las que se rellejan fenómenossimilaresa éste. Así, los

autoanticuerposanti-M2 encontradosfrecuentementeen el suerode pacientescon cirrosis biliar

primaria y quereconocenmitocondriastanto de mamíferoscomode bacterias(Stemerowiczcf al..,

1988), son capacesde inhibir el complejo piruvato deshidrogenasade mamífero, inhiben

moderadamenteel de levadura,perosólo débilmenteel de E. coli (Teoh et al.., 1994). Sin embargo,

los anticuerposanti-M2 detectadosen el suerode pacientescon Mycobacteriumntuberculas¿~,no son

capacesde inhibir la actividadpiruvatodeshidrogenasade ningunafuentey reconocenmejor por

“WesternbloC’ el autoantígenode bacteriasqueel de levadurao humano(K]ein a al., 1993). Esto

indica que una infeccióncrónicacon un microorganismoquecontengael autoantígenorelevante,

puedeoriginarunarespuestaal autoantígenodel microorganismoperono a] de] hospedador.

Los anticuerposanti-ribosomalesrelacionadoscon psicosis lúpica en LES humano,se han

encontradoen el suerode pacientesparasitadospor T. cruzi, aunqueen estecasosehan asociadoa

cardiomiopatíay concretamentea miocarditisactiva(Mesri cf al., 199<); Levin, 1991).La persistencia

de estosautoanticuerposen la enfermedadde Chagasseha explicadopor laexistenciade un alto

gradode homologíacon autoantígenosdel hospedador,basándoseen la capacidadde reaccionar

cruzadamentecon fosfoproteinasPhumanasy en la expresiónde éstasen la superficiecelular(Koren

etas’., 1992).Estareactividadcruzadatambiénseha descritoen los autoanticuerposdetectadosen

pacientescon LES (Skeiky cf al., 1993). Sin embargo,la distribución de subclasesde IgO en la
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respuestaanti-P en LES y enfermedadde Chagasdifiere, siendoen el primercaso IgOl y lgG2,

mientrasqueen infestacionespor T. cruzi esexclusivamenteIgOl (Levin, 1991).En estesentido,se

ha demostradoque los anticuerposanti-P inducidospor inmunizaciónde ratonescon ribosomas

extraños,poseenespecificidadesdistintasquelos producidosespontáneamente(Hinescf al., 1991).

En ambos casos,al igual que en los anticuerposanti-LMN descritosanteriormente,el

reconocimientode unamisma moléculadit’iere entrepacientescon enfermedadesautoinmunese

infecciosas.Esto indicadaque aunqueen una infección se puedaoriginar unarespuestadirigida a

autoantigenosreconocidosporel suerode pacientescon enfermedadesautoinmunes,serequierealgo

más que reactividadescruzadasparael desencadenamientode una respuestaautoinmune,y por

consiguiente,de laclínicaasociadaa ésta.
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1-. El suerode una poblaciónheterogéneade pacientesparasitados(protozoosy/o helmintos),

poseeanticuerposque reconocenantígenosde localizaciónnuclear y citoplásmicapor inmuno-

fluorescenciaindirecta.Aunquepor ELISA un alto porcentajeposeeautoanticuerposanti-RNP,estos

resultadosson lalsamentepositivosbasándoseen queestossuerosno reconocenRo/SSA,La/SSB,

Sm, U 1 RNP o fosfoproteinasribosomalespor “Westernblot” e inmunoprecipitaciónde ARN. Estos

resultadosapoyanel conceptode especificidadentre la presenciade autoanticuerposanti-RNPy

enfermedadesautoinmunes.indicandoque una activaciónpoliclonal indiscriminadano origina

autoanticuerposdirigidosa estosautoantígenoscuyo reconocimientoescaracterísticode pacientes

con enl’ermedadesautoinmunescomoel lupuseritematososistémico(LES).

2-. La técnica de “Western bloC’ con extractosde timo de conejo,bazohumanoy ribosomas

purilicados, permite valorar la respuestade autoanticuerposanti-Ro¡SSA, La¡SSB, Sm y

tosloproteinasribosomalesPO, Pl y P2 en pacientescon LES, definiéndoseun ensayosensibley

especílicoque permitedetectarporcentajesde positividadconformesa los descritosen la literatura.

La correlación de resultadosentre este ensayo y una técnica de ELISA con autoantígenos

recombinanteses casi perlectaparaLa/SSE(k=0.87l, p<0,0<)J) y Sm (/c=0,833, p<0.00l), y

moderadaparaRo/SSA(¡<=0,474, p4>,00l) y Ul RNP (¡<=0,566, p<0,00l). El análisis de la

ausenciade correlaciónen la detecciónde anticuerposanti-R.#SSAy anti-UI RNP indicó una

predisposiciónen las medidas(McNemar=l3 y 11 respectivamente)cuyo significado,aunquedifícil

de determinaren ausenciade un “patrón oro”, parecedebersea unamayor tendenciadel ELISA a

proporcíonarresultadospositivos.

3-. Se ha demostradopor primera vez la existenciade anticuerposanti-laminina (matriz

extracelular)en pacientescon lilariasis (66,7%)y en LES (13,8%). detectándosetambiénésta

actividaden un bajoporcentajede suerosde poblaciónnormal (6,6%).
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4-. El estudiocomparativode la actividadanti-LMN detectadaen filariasis, LES y población

normalpermiteconcluirque:

4.1-. En LES y poblaciónnormal la respuestade lgG anti-LMN estárestringidaa la subclase

¡gOl, mientrasque en filariasistambiénesIgG2 e IgG3.

4.2~. Los anticuerposanti-LMN de pacientescon filariasis reconocenen “Western blot” esta

ghcoproteínatanto en formanativacomo desnaturalizada,mientrasquelos pacientescon LES sólo

reconocenLMN despuésde someterlaatratamientosrenaturalizantes.

4.3-. Los anticuerposanti-LMN detectadosen LES y en poblaciónnormaldifieren en la capacidad

de reconocerLMN sometidaa distintostratamientosrenaturalizanteso desnaturalizantes.

4.4-. La actividadanti-LMN de pacientescon LES conelacionasignificativamentecon la actividad

anti-ADN de hélice sencilla(r=0.801,p<0,025).

4.5-.La actividadanti-LMN detectadaen filariasissecorrelacionacon la capacidadde inhibición de

la adhesiónde células U937 a pocillos de microtitulación preincubadoscon estaglicoproteina

(p«>,< >025).

5-. Las diferenciasen el reconocimientode éstaglicoproteinaobservadasen pacientescon LES o

filariasis apoyan la hipótesisde que los autoanticuerposproducidospor inmunización con

autoantfgenoso moléculassimilarespresentesen parásitosposeenespecificidadesdistintasa los

producidosespontáneamenteen individuoscon enfermedadesautoinmunescomoel LES.
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El suero de pacientes con enfermeda-
des autoinniunes se caracteriza por la
presencia de autoanticuerpos dirigidos
frente a una gran variedad de antígenos
propios. La naturaleza y localización (le
estos es muy variada; pueden ser desde
receptores celulares, hornaonas, plaque-
tas, inmunoglobulinas y proteínas del
plasma, hasta componentes de la matriz
extracelular, citoplasma y núcleo.

Entre la gran variedad de autoanti-
cuerpos descritos se encuentran los que
reconocen partícul;ts ribonucleoprotei-
cas altamente conservadas como SSA/
Ro, SSE/La y snRNP.

Estos anticuerpos han permitido la
identilicación de homologías estructura-
les y de secuencía con proteínas no rela-
cionadas, así como la localización de se-
cuencias NNP consenso, motivos ¡¡clix-
turn-hetix (HTH>, zinc-bindingJinger
e teucinezipperque sehan relacionado
con la propiedad que poseen estos au-
toantígenos de unir ARN. Debido a que
estos motivos se encuentran altamente
conservados, se ha postulado que el sis-
tema inmune pueda responder a antíge-
nos similares presentes en un amplio
número de organismos, de manera que
reactividades cruzadas puedan ser res-
ponsables del desencadenamiento de los
fenómenos autoinmunes. Aunque se ha
encontrado poca reactividad de autoan-
ticuerpos frente a estos motivos, se su-
giere que puedan servir como epítopos
para las células T. La obtención de es-
tos autoantígenos por tecnología de
ADN recombinante ha permitido ade-
más el montaje de técnicas de diagnósti-
co aplicado a estas enfermedades. Debi-
do a que normalmente estos autoantíge-
nos se encuentran representados en
bajas cantidades y sus procesos de puri-
ficacion son costosos y laboriosos, la
posibilidad de obtenerlos con la máxima
pureza y en cantidades suficientes supo-
ne un gran paso en el desarrollo de
técnicas de detección. Con la aplicación
de tecnologías basádas en el clonaje, se
buscan procesos en los que éstos dejen
de ser una limitación. Para el desarrollo
de estos procedimientos de diagnóstico,
ha sido necesario previamente un análi-
sis profundo de los epítopos diana iden-
tificándose determinantes antigénicos
tanto lineales como conformacionales.
Palabras clave: AutoanttgenoSSA/
Ro, SSS/Lay saRA!?. Clonaje. Auto-
anticuerpos.

Molecular characteristies of
autoautigensS5A/Ro, SSB/La
and snRNP (Sn, and 121 RNP)

Sera from patients with autoimmune
diseoses are characterized by the pre-

sence of autoantibodies tlirected against
a xvide varietv of sel(-antigens. The na-
ture and location of these autoantigeos
is extrentely varied as thee can be cello-
lar receptors, platelets, hormones. im-
munoglobulins, plasma proteins as well
as extracellular naatrix. cytoplasmic and
nuclear componnús.

The presence of autoantibodies di-
rected against highly conserved ribonu-
cleoprotein particles such as SSA/Ro.
SSO/La and snRNP has lead to the
studv of their molecular characteristics,
which has enabled the identification of
structural and sequential homologies
with nonrelated proteins together with
helis-turo-heliz, zinc-binding finger and
leucine zipper motits related to te RNA-
biodiog capacity of these autoantigens.
Since these molifs are highly conser-
ved, it is possible that the tmmune
sestem could respond tu similar ariO-
gens froto a wide varcetx’ of organisro&
Although there appears to be little au-
toantibode reactivity to the motif strue-
tures themselves.. it has been suggested
that they serve as T-cell epitopes. Be-
cause of these autoantigens are usuaily
represented in human tissues in low
concentrations aod the purification pro-
cesses are very complex, its important
the developnter.t of techniques that
allow us to obtain them in large quariti-
ties and suitable br the production of
serological tests. Bacterially produced
recoo’íbinant human autoantigens have
facilitated the development of sensitive
ELISA suitable br che routine scree-
ning of large series of scm. For the
development of diagnostic procedures
with recombinant autoantigeas, it has
been necessare to study the epitopes
a-ecognized. This has allowed the ideríti-
fication of linear and conformatiunal
epitopes in some of them.
Key words: SSA/Ro, SSB/La aud
snRNPautoantigens.C¡oning. Auto-
antibodies.

INTROIJUCCION

El suero de pacientes con enfer-
medades autoinmunes se caracterí-
za por la presencia de autoanticuer-
pos dirigidos frente a una gran
variedad de antígenos propios’. La
naturaleza y localización de éstos es
muy variada; pueden ser desde re-
ceptores celullares, hormonas, pla-
quetas, iramuríoglobulinas y proteí’-
nas del plasma, basta componentes
de la matriz extracelular, citoplas-
ína y ndcleo¿’V.

Excepto en casos muy concretos,
se sabe poco acerca del papel que
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desempeñan los autoanticuerpos en
los procesos clínicos de estas situa-
ciones patológicas, por lo que mu-
chos autores tienden a considerar-
los como un epifenómeno. Sin em-
bargo, hayasociaciones claras entre
ciertas especificidades de autoantí-
cuerpos y situaciones autoinmunes
concretas8. Así, la presencia de an-
ticuerpos dirigidos frente al antíge-
no Sm de Smith es uno de los crite-
ríos aceptados por el American Co-
llege of Rheumatology para el diag-
nóstico del lupus eritematoso sisté-
mico (LES)’, mientras que los diri-
gidos hacia otro antígeno nuclear, la
partícula UI RNP, aunque no espe-
cíficamente, aparecen con elevada
frecuencia en el suero de pacientes
con enfermedad mixta del tejido
conjuntivo (EMTC). un cuadro ca-
racterizado por la combinación de
síndromes clínicos presentes en va-
rías enfermedades autoinmunes>.

Entre la granvariedad de autoata-
ticuerpos se encuentran los que re-
conocen partículas ribonucleopro-
teicas altamente conservadas como
SSA/Ro, SSE/La y snRNP. Su es-
trecha asociación con situaciones
autoinmunesconcretas ha llevado al
estudio profundo de su naturaleza
molecular y a k caracterizaciónen
cuanto a secuencta.

Esto ha permitido la identifica-
ción de homologías estructurales y
de secuencia con proteínas no rela-
cionadas, asícomo la localización de
secuencias RNP consenso,motivos
heiix-turn-hehx (HTH), zinc-hin-
dingfingery leucinezipper,quese
han relacionadocon la propiedad
que poseenestos autoantígenosde
unir ARN7.

Debido a que estos motivos se
encuentranaltamenteconservados,
se ha postulado que el sistema in-
mune pueda responder a antígenos
similares pres. .:e5 ei’i un amplio
número de organismos, de manera
que reactividades cruzadas puedan
ser responsables del desencadena-
miento de los fenómenos autoinmu-
nes. Aunque se ha encontrado poca
reactividad de autoanticuerpos fren-
te a estos motivos, se sugiere que
puedan servir corno epítopos para
las células 1’.

La obtención de estos autoantíge-
nos por tecnología de ADN recom-

binante ha permitido además el
montaje de técnicas de diagnóstico
aplicado a estas enfermedades’’.
Debido a que normalmente estos
autoantígenos se encuentran repre-
sentados en bajas cantidades y sus
procesos de purificación son costo-
sos y laboriosos, la posibilidad de
obtenerlos con la máxima pureza y
en cantidades suficientes supone un
gran paso en el desarrollo de técni-
cas de detección. Con ¡a aplicación
de tecnologías basadas en el clona-
je, se buscan procesos en los que
éstos dejen de ser una limitación.
Para el desarrollo de estos procedi-
mientos de diagnóstico, ha sido ne-
cesario previamente uit análisis pro-
fundo de los epítopos diana identifi-
candose determinantes antigénicos
tanto lineales como conformaciona-
les-.

ANTICUERPOS AN’fl-SSA/Ro
En el año 1969, Clark et ah:t des-

cribieron por vez primera el antíge-
no Ro. Utilizando una técnica de
contrainmunoelectroforesis (CID,
encontraron que el suero de un pa-
ciente con LES y factor antinuclear
negativo contenía anticuerpos reac-
tivos con un extracto citoplásmico
de células de bazo humanQ obtenido
de autopsia.

En un principio se pensó que este
antígeno, identificado en hígado, ri-
flón, bazo, pulmón y tejido linfático,
era un componente soluble del cito-
plasma, esperándose por tanto que
por inmunofluorescencia indirecta
(lEí) se localizase en esta fracción.
Sin embargo, estos estudios no
aportaron fluorescencia citoplásmi-
ca, por lo que llegó a la conclusión
de que sus resultados eran debidos
a problemas de inaccesibilidad del
antígeno, a sus bajas concentracio-
nes y a su alta solubilidadque pro-
vocaría su pérdida durante los lava-
dos”’.

Estudios independientes en los
que se emplearon sueros de pacien-
tes con síndrotne de Sjógren (SS)
mostraron la existencia de anticuer-
pos que precipitaban tres antígenos
diferentes de un extracto de cultivo
de linfocitos humanos. Los anticuer-
pos fueron designados como preci-
pitinas A. E, y C con el prefijo SS

indicando sindrome de Sjógren. Así.
se observó que pacientes cori SS
primario contenían precipitinas SSA
y SSE, mientras que los que pade-
cían artritis reumatoide y SS conte-
nían SSC”. Usando una técnica de
inmunodifusión doble, Alspaugh y
Maddison demostraron que Ro y
SSA eran el mismo antígeno

Los anticuerpos dirigidos frente a
SSA/Ro se han encontrado en el
0,44% de controles de mujeres sa-
nas. 30-40% de pacientes con LES
y 70-80% de pacientes con SS’ ‘¼
Su presencia también se ha asocia-
do a varios síndromes clínicos como
el lupus-factor antinuclear negativo,
lupus cutáneo subagudo y lupus
neonatal’7”’t

Estos autoanticuerpos reconocen
partículas ribonucleoproteicas pe-
quefias poco abundantes (aproxima-
damente 150.000 copias/célula»’, y
cuyo componente proteico ha sido
descrito como polipéptido con un
peso molecular que varía entre 50 y
150 kD. Aunque algunos autores
han recogido más del 90% de estas
partículas en la fracción citoplásmi-
ca de células HeLa25, la localización
celular de este autoantígeno aún
está sujeta a controversia (tabla 1).

Estudios realizados por diversos
grupos han llevado a la conclusión
de que el principal componente del
sistema Ro-anti-Ro es un polipépti-
do ácido de 60 kD que seasocía a
pequeños ARN de 83-1 12 nucleóti-
dos2t. Además de esta proteína de
60 kD comúnen muchos tipos celu-
lares, el análisis de lisados crudos
de linfocitos y eritrocitos ha permi-
tido identificar una proteína adicio-
nal de 52 kD (linfocitos) y otra de
54 kO (eritrocitos) (tabla 1). Aun-
que en ambos tipos celulares se en-
cuentra el polipéptido Ro de 60 kD,
parece ser que son dos formas anti-
génicamente distintas, encentran-
dose sueros que son capaces de re-
conocer una y no la otra22.

Ben-Chetrit et al23 analizaron la
respuesta anti-Ro en dos series am-
plias de pacientes con SS y LES,
encontrando que un 47% de los sue-
ros de ambas enfermedadc’ reac-
cionaban frente a los dos po.nepti-
dos simultáneamente, mientras que
la reactividad exclusiva hacia el po-
lipéptido de 52 kD se limitaba a los
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TABLA 1. Localización, caracteristicas mole-cubres y función biológica de los autoantígenos

SSA¡Ro, 558/La. Sm y U] RNP

21’ [.22 ¡ E ¡lu’.i.’¡.,ii ‘. .ir.3¡’i.cristw:is[

Particul is ‘ ibontieleooro,ei, <i~ ompuesta~
por polipeptidos dc 6(1 > iiiitOt itt>) ½
54 LI) (eritrocitos) asoc idos a tii 1
hYl oX lx Vta R X
¿Ualr~ ticulina (60 R1)’E

Polipeptído de 48 RO isoc isdo a
transc titos recten sintetizados por lo
AR N poiiroerm III (1 El R t 2 oS
ARN X XRN. 4.58 ARNI

Polípepí idos E (29), B (28), 0 (1 6), E
(12) r <iij G (91<1)) asociados a
ARN le a set ie L

1 (alto contenido en
ur iciloi

Polipeptídos A ( ~3). C (22) y de 70 RE
asti, indos i U) ARN

;Metabolismo de ARN oc 1-orn,;,
cran scripc ioíial?
;Control (le la distribución de
ARNn) hacía lormas
traslacionalmente activas o
ma,’ti ca5=

Factor de transcripción de la RNA
III Actúa a nivel de

terníiii<Ecióo y liheracíno cíe
‘tui-> ritos

Proc esaíiEicíito de transcritos
recien sintetizados de RNA.
Llitoin le hin cíe intrones y

relig imiento de exones
Procesamiento de transcritos

re e ‘en sintetizados de RNA.
Elinuiriación de ocrones y

religaiiíientci de exones

pacIentes con Ss la dirigid solo tt

lO íorma de 60 <0 se dab i en pa-
tientes con 1 LS 1’ sta dísoe lIc lOO

de la respuc sta inmune ha o distin-
tas pruretítas de SS \¡Ro sugiere
que puede haber diferencias en los
procesos autoinmunes dc e sta-~ dos
situaciones patológicas>>’>. La apa-
rición de sueros con actividad anti-
SSS/Ru que reconocen el antígeno
de 60 Rl’) en contrainrííunoelectro-
foresis (CíE) pero no en Western
inxmunoblot (WB), ha definido otra
subpoblación de sueros eíue recono-
ce epítopos altamente confornvicio—
nales’~. De los tres sujetos con es-
tas características, en dos se com-
probo que habían desarrollado li~pus
cutáneo subagudo seguido de LES.

El número de A.RN asociados a
estas proteínas difiere entre células
de mamífero. Mientras que en hu-
manos hay cuatro ARN denoinina-
dos hYl. hY3, hY4 x’ hY5 (h corres-
ponde a humanos; hY2 es una forma
ligeramente degradada de hYl) (ta-
hIn U, en ratón estas proteínas sólo
se asocian a mY 1 y mY2 (m corres-
ponde a niun no). Wcal in et al ‘“E laan
descrito una homología de secuen-
cia significativa de mY 1 y naY2 con
hYl y hY3 de células BeLa pero
ninguna con hY5, así conio que la
unión del polipéptido Ro de 60 1<1) a
estos ARN ocurre en los aparea-
olíentos oue se dan cii los extremos
5 y 3’. Al ser estos ARN p:oducros

de la AId polimerasa III se lían
encontrado, al menos transitoria-
niente. -asociados al polipéptido
SSE/La (fig. 1).

Boire et al caracterizaron en cé-
luías HeLa tres subpoblacioiíes de
partículas ribunucleoproteicas iii-

tactas con propiedades Úsicoquími-
cas distintas-’. Una de ellas coííte-
tía hY5 RNA (partícula Ro hY5),

otra hY4 1Ro hY4) y una tercera
hYl, LX? y hY4 (Ro hYlY4). En la
purificación de estas tres partículas
se encontró que la presencia símul-
tanea de la proteína Ro de 60 ki) y
de la fosfoproteina SSE/La se daba
exclusivamente en Ro hYS. Es de
destacar que autoanticuerpos dirigi-
dos frente a SSA/Ro ‘¿ SSE/La a
menudo se dan simultáneamente.
La estrecha proximidad, así como la
asociación estable dc estos polipép-
tidos en las partículas Ro hYS, pro-
porcionan una macruti’íolécula diana
que apoya la hipótesis de que los
autoantígenos dirigen la respuesta
de las enfermedades autoinmunes.

La descripción en el suero de
2 pacientes de anticuerpos que re-
conocen un epítopo restringido a las
partículas Ro intactas que contie-
nen el polipéptido de 60 1<0 unido a
hY5 RNA (Ro hYS) indicó unaespe-
cificidad estructural, sugiriendo
además cíue ribonucleoproteinas na-
tivas podrían servir como inmuno-
geno además del polipéptido Ro nis-

lado’>. Además, se encontró uue
anticuerpos específicos de Ro ‘nYS
no inmunoprecipitaban ninguna par-
tícula Ro de líneas celulares iiO hu-
manas suginiéndose que, en con-
traste con otros autoantícuc-rpos
encontrados en LES y otras enier-
medades relacionadas, los anrícuer-
l)os anti-Ro hYS reconocen epítopos
no conservados en autoantígenos
qu~silo estan.

Se sabe muy poco acerca de las
funciones de SSA/Ro en la célula
(tabla 1>. Deutscher et aU< al anali-
zar la secuencia de aminoácidos tic-
ducida a partir de un clon de ADNc
que codificaba para la proteína tic
60 1<0, demostraron la existencia
de un motivo zinc-bindingfinges
formado por la secuencia C-X3-C-
XTO-H-X2-FI en las posiciones 305
a 323, y que es característico de
proteínas que unen ADN, aunque
también se ha tíescrito en proteínas
que unen ARN. Este motivo protei-
co se piensa que interviene positi-
vaniente en la unión de proteínas a
ácidos nucleicos. encontrándose una
correlación directa entre la unión
de los factores de transcripcíon
TEIIIA de XenopusLoen y 51>1 a
ADN, y la presencia de cinc».

Otra característica encontrada al
analizar la secttencia ¡ue la existen-
cia del octámeí’o RNP consenso ca-
racterístico de proteínas que unen
ARN conio los polipéptidos dc 70

SSA/Ro

Nuclear

Síu~ Nuclear

Vi RNP Nuclear
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Polipéptido

58,4/Ro 52 kD

Motivo leucinez¡pper

Motivo zinc-bindíng fingor

Socuencia HNP consenso

Otros autores postulan que SSA/
Ro puede tener un papel importante
en el control tic la distribución de
ARNm hacia formas traslacional-
níente activas ti inactivas. Bach-
mann et al identifican SSA/Ro y

SSE/La cuino componentes del
complejo ribonucleoproteico endo-
rribonucleasa XII

OYS ARN

Análisis molecular de la
ribonucleoproteina SSA/Ro

(u) OH3’
Y-/Y

Fostopmoteina
SSS/La 4751<0

Jíg. 1. Modelo de participaciónde SSA/Roy SSE/Laen las partículasribonu-
cleoproteicas.El polipéptido SSA/Rode 60 kD interaccionaríacotí el ARN a
través de la secuencieRAY’ consenso,y con SSA/Ro-52kD por el motivo
zinc-binding fingert. A su vez,SSA/Ro’52lcD lo haría con el polipeptidode60 lcD
a travésdel motivoleucine zipper>~. SSE/Lainterarciona con cl extremoY OH
de hY5ARM0.

UD y A asociados a 121 RNP, y la
fosfoproteina SSB/La2t.

Se ha sugerido que el motivo
zinc-hindingfinger y la secuencia
RNP consenso pueden cooperar en
el reconocimiento de ARN. Muchas
de las proteínas que poseen el pri-
mero desempeñan un pape] impor-
tante en la transcripción, naientras
que aquellas que poseen la secuen-
cia RNP consenso están implicadas
en el procesamiento de ARN. La
proteína SSA/Ro posee a~bas ca-
racterísticas.

Otros autores han postulado que
los motivos zinc-hinding finger

pueden estar más implicados en la
interacción proteína-proteína que
en la interacción proteína-ácido nu-
cleico. Según esta interpretación, la
proteína Ro de 60 1<0 puede unir hY
ARN a partir de su secuencia RNP
consenso, y puede interaccionar con
otras proteínas como la proteina Ro
de 52 1<0 a través del motivo zinc-
hindingfinger(fig. 1V21.

Esto, junto a la evidencia de que la
proteína SSB/La puede estar en la
misma partícula ribonucleoproteica,
parecen indicar que las funciones de
SSA/Ro en el metabolismo del ARN
se dan de forma transcripcional2<”’7.

Los primeros ciatos sobre la es-
tructura primaria de la proteína
SSA/Ro humana fueron aportados
por el grupo de Lieu et al cuando se
secuenció la región aminoterníinal
del polipéptido de 60 1<0 huníaíío>.
La obtencióíí de un péptido que
comprendía los residuos 6 a 19 y
que fue inmunorreactivo con suetos
con actividad anti-SSA/Ro, indicó la
existencia de un epítopo en la re-
gión arninoterminal de la rnolécul,-s.

En 1988, i)eutscher et al21> aisla-
ron por vezprimera un clon de ADNc
de la proteína SSA/Ro de 60 1<0
analizando su secuencia completa.

Este clon se vio que codificaba
para un polipeptido de 538 amino-
ácidos con una movilidad relativa
aparente de 60.649 1<D. La secuen-
cia de aminoácidos predicha mostró
la existencia de unía gran región de
alfa-hélice situada en la mitad cen-
tral de la molécula, estructura simi-
lar a la descrita en el antígeno 5513/
La cuya especificidad a menudo se
asocia con la aparición de anticuer-
pos anti-Ro en sueros autoinníu-
ííes’21”. Sin eníbargo, no se observó
niguna homología de secuencia sig-
nificativa entre ambas proteínas.

Otras características encontradas
fueron la identificación de un moti-
yo zinc binding finger en posicio-
nes 305 a 323, así como el octáme-
ro RNP consenso forníado por los
aminoácidos Lys/Arg-Gly-Phe-Gly¡
Ala-Phe-Val-X-Phe/Tyr y que ya
había sido previamente identiíicado
en A y la proteína de 70 1<1) asocia-
da a Ul RNP (tabla IIVt

Casi simultáneamente a estos
trabajos, Ben-Chetrit et al caracte-
rizaron otro clon (le ADNc de la
proteína SSA/Ro humana que codi-
ficaba para un polipéptido de 57.5
1<1)3. La secuencio aportada por
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este grupo fue muy semejante a la
descrita por Deutscher et al>.

En ninguna de las secuencias pu-
blicadas por estos 2 grupos se iden-
tificó el péptido de 16 aminoácidos
sintetizado por Lieu et al>>’ y descri-
to como n’iuv mnmunorreactivo, por
lo que ~e postuió que este grupo
aislti un componente adí~ional ol sis-
tema ríbonucieopromet~o

En 1990. cl grupo dc Mutaulífie
et al’>~ describiti una oecuencía del
antígeno Ro humano de bO 1<1) (cal-
reticulina) que no mostraba ninguna
homología con las des ritas precia-
mente> ‘>“~ . El haliazg” Ñeque an-
t¡cucrp>)s especmficos lente a lo ‘e-
e-ue=ncía cOdifi(’a(ia poi —u Al iNc
reaccionaran ante> ,— on e Ro ce 52
como cotí ci OC t>I.i Rl) eso a este
grupo a pensar en a x e nc ma de
un epíteapo comnp;irtído cnt re ambas
moléculas. Estudios de ocalización
croníosomnica situaron al gen de
esta prtiteíaa en el brazo corto del
cromosoma 19, región donde tam-
bién reside la proteína de 70 1<1’)
asociada a U 1 RP~P. La relación en-
tre este antígelio y el sistenta Ro—
anti-Ro no está clara.

En la secuencía río se identificó el
octainero RNP consenso caracterís-
tico de proteínas que unen ARN.
encontrándose sin embargo una
configuración helix-turn-heiixentre
los residuos 207 a 255 que se pos-
tula puede ser un sitio de unión a
ARN (tabla ¡E).

Al comparar su secuencía con la
de otras proteínas se observó una
homologia del 63% con un antígemín
del neimíatodo Onchocercavoleulus
(tabla III), sugiriéndose la posibili-
dad de que una protc ini extraña
homóloga a una propia puede ser
responsable del desencadunomíento
de una resptiest-a autoiiíiíiunc > Ltíx
et al’’ han demostrado lo exístuncia
de anticuerpos que rede c íonan e oíl
la calreticulina en sujettas pora-,íta-
dos por este nematodo e que, sin
embargo, no manifiestan clínica au-
toinniurie, apoyando la idea de que
se requiere algo más que tina reac-
tividad cruzada para el desencade-
namiento de un fenómeno automn-
mune,

La descripción previa de una pro-
teína de 52 1<!) que lorímíaba parte
de la partícula ribonut?leopromeica

TABLA 1!. Motivos proteicos identificados en los autoantigenos
SSA/Ro, .SSB/La, Sm y LI RNP

Autoantigeis>

SSA¡Ro 60 kD

C aíre ticul ina
¡Ro?)

SSA/Ro 52 1<1)

N1c’,tis’’,’> ,oreít’É’os

(~)ct;inmero RNP consenso,
imiotico zinc hindi.”tgtíngcr
N’lotivtí líelix-tu rn-ketíx

Níotivo zinc-ti ndi ng finger.
motivo teucine zipper

SSI.{/La Octiníero RNPt:omísenso
i Polipéptidos A y de 70 kD de 121 RNP. Ocránaero RNP consenso

8” de 112 RNP
Polipéptidos 8, 8. A y C de snRNP Motivo PF/aPGMR¡iPP

TABLA III. Autoantigeííos y homologías encontradas con otras proteinas

¡¡¡¡lo cia>,

Calreticulina (¿SSA/Ro?)

SSA¡Ro 52 1<1)

SSB1La

Polipéptido D de snRNP

Polipéptido E de snRNP

Antígeno del nernotodt, Onehocerca
yoleidus (63%)

Proteína rip hun,ana 1,0 ‘o)
Boniología estructural e uní a

proteína de unuon a ‘xDN de
adenovirus, polipepeumio gag de
retrovirus telijio

Región consersacía de las
pro¡an~írías. a,’ 1 ‘geno nuclear de
Epstein-Barr EBNA-1

Proteína ribostíiiial tan de levadura

SSA/Ro
2>.>, y que reaccionaba es-

pecificaníente con un grupo de pa-
cientes con SS, no haciéndolo con
sueros de LES23, llevaron al grupo
de Chan et al a analizar las caracte-
rísticas moleculares de este antí-
geno2

A partir de una biblioteca de
ADNc de células Molt-4, identifica-
ron un clon que codificaba para el
polipéptido de 52 1W completo. En-
tre las características estructurales
encontradas al analizar la secuencia,
se observó un motivo leucine zip-
per (residuos 211 a 232), un domi-
mo en la mitad carboxiloterminal
con elevada homología con la pro-
teína humana rfp (tabla III) y, al
igual que en la proteína SSA/Ro de
60 kD, una secuencia zinc tinding
¡inger (tabla II).

Inicialmente, los motivos leuczne
zipperfueron descritos en protehaas
que tanen ADN (DEE). Actualmen-
te, se sabe que estos motivos parti-
cipan en í;t interacción proteína-
proteína importante para la unión a
ADN ‘~. La existencia de este moti-
yo proteico se ha postulado que

32.33

25

89, tao

73

74

puede ser impeirtante para la inte-
raccicn de SSA/Ro con otras pro-
teínas2”.

Aunque se comprobó la existen-
cia de un alto grado de homología
de Ro-52 kD con la proteína rip
humana (mayor del 50%), no se en-
contró reactivirlad cruzada de au-
toanticuerpos anti-SSA/Ro con ella,
apozando la idea de que los autoan-
tmcuerpos humanos son altamente
específicos con sus dianas antigéni-
cas, y que la posibilidad de aparición
de fenómenos autoinmunes por
reactividades cruzadas es muy limi-
tada.

Al contpararse la secuencia publi-
cada por este grupo con las descri-
tas anteriormente para el antígeno
Ro de 60 kDa?.:’Y..’12 no se observó
ningún grado de homología.

Utilización de antígeno
SSA/Ro recombinante
en el diagnóstico

I)ebido a las dificultades encon-
tradas en la purificación de este an-
tígeno de fuentes naturales donde
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además se encuentra en bajas canti-
dades. la posibilidad cíe obtención
de proteína SSA/Ro recombinante
es una herramienta útil para la de-
tección de estos autoanricuerpos.

En todos los experimentos de cío-
naje de este autoantígeno, se des-
cribe el empleo de controles consis-
tentes en sueros de individuos sa-
nos y sueros de pacientes que pre-
sentan esta y otras especificidades
;íutoinmunes. En los estudios de
Deutscher et al2>, tanto sueros con
actividad anti-Ro procedentes de
los CliC (Center br Diseases Con-
trol, Atlanta) como controles co-
merciales, reaccionan cc)n la proteí-
na SSA/Ro recombinante. mientras
que individuos sanos y sueros con
otras especificidades atítoinmunes
como 5513/La, Ul RNP y Sm no lo
hacen. Estos resultados pueden ge-
neralizarse a todos los grupos que
hau obtenido esta proteína de forma
recombinanteJ«’>.¡>’.

James et al” realizaron un análi-
sis comnparativo por WB sobre la
antigenicidad del polipéptido SSá/
Ro de 60 kD obtenido como proteí-
na de fusión a betagalaccosidasa. y
el purificado de fuentes míaturales.
Para ello, estudiaron la reactividad
frente a ambas en 5 sujetos sanos, y
en 27 pacientes que padecían enfer-
medades reumáticas en los que se
había confirmado previamente la
existencia de anticuerpos anti-Ro
por inmunodifusión doble (ID).

Los resultados obtenidos por WB
fueron que de los 27 sueros con
actividad anti-Ro vista por ID, 20
reaccionaban con ambas proteínas,
tres no reaccionaban con ninguna,
dos lo hacían con la recombinante
pero no con la humana, y otros dos
lo hacían con la humana pero no con
la recombinante. Los controles ne-
gativos no lo hicieron con ninguiía.

Aunque la correlación observada
en el reconocimiento de ambos sis-
temas antigénicos no fue mala, la
falta de concordancia obtenida con
algunos sueros se explicó por: a~
una ausencia de re-actividad hacia la
proteína recombinante originada
por la desaparición de epitopos de-
pentdientes de las modificaciones
postraduccionales características de
células eucariotas; h~ el reconíoci-
ímíie-nto de epitopos adicionales

creados por k fusión a betagalacto-
sidasa. y e) la destrucción de e-pito-
pos altamente coniormacionales de-
birlo al tratamiento desnaturalizante
llevado a cabo en el WB.

ANTICUERPOS ANTI-SSB(La

A comienzos de la década de los
anos setenta Mattioli y Reichlin21”
prepararon a partir de timo de ter-
nera cm extracto nuclear y otro ci-
toplásmico. detectando en este últi-
mo la presencia de un antígeno
seíísiblc al calerítamrmieríto imioderado
y que, debido a su sensibilidad a
ARNsa y tripsina, lo definierotí
como c onstítuido por ARN y proteí-
na. A este antígeno que precipitaba
con cí suero ne un pacit~iite que
padecí í LES to denominaron La, imíi-
ciales úel prím r apellido del citado
paciente

En un pnncipio, y debido a que
estudios con ínmunofluorescencma
indirecta (lEí) sobre cortes de híga-
do de ratón proporcíomí;íban una li-
ge-ra fluorescencia nuclear, mien-
tras que sobre timocitos de ternera
era niuy intensa y loca lijada Cti el
citoplasma, se pensó que este antí-
geno se localizaba emí el citoplasma.

Poco después, se encontró que el
suero de pacientes con SS contenía
anticuerpos que reaccionaban con
extractos solubles de una línea celu-
lar linfocítica designando el antíge-
no como SSE>. Este antígeno tenía
origen nuclear, por lo que se pensó
que era distinto del La descrito con
anterioridad. Sin embargo, poste-
riormente se comprobó que SSE y
La eran el mismo antígeno, y que
las observaciones que localizaban el
La en el citoplasma eran debidas a
su alta solubilidad en salino fisioló-
gíco, de forma que durante los pro-
cesos de fraccionamiento subcelular
podía ser fácilmente extrailie del
núcleo apareciendo por tanto en la
fracción cim”’plismica

Los anticuerpos anti-SSB/La se
detectan casi exclusivamente en pa-
cientes con SS y LES. La frecuencia
de aparícmon varia según los autores

técnicas, oscilando cutre un 40 y
un 70% e-mí SS primario y entre un
10 y un 15% en LES’. El origen y
papel patogénico de este autoanti-
cuerpo se desconoce.

Este antígeno es una fosfoproccí’-
na altamente conservada con a, me-
nos 8 isoespecies cuyo punto ísoe-
léctrico varía entre 6 y 7 y que se
han relacionado con el grado de ms-
forilación’t Se estima que hay apro-
ximadamente 10’3 copias por célula
cíe mamífero>.

Hay distintos polipéptidos descri-
tos como SSE/La y que probable-
mente reile-jan tlist intos productos
de degradación de la proteína míatí-
va. Por \VE, y en ausencia de jaro-
te-asas añadidas exógenamente. el
polipétido de 46-48 RU es cl predo-
niinante, observándose lo prc -,encma
de polipétidos níenores cuyo ‘aa-
mero y tamamio varia seguía a e>-
pecie de origen. El peso mcci?
de la rote-ma simm degradar osc mía
entre 45 y 50 1<1) depenúmencí ‘í oc
su origen

Esta fosfoproteina está coímstitui-
cía por dos dominios resístemíi.es. a la
digestión con diferentes proteasas.
Chan et al’’ sometieron a l;t prtai ci-
na aislada de distintas fuentes a di-
gestiones prote-olíticas controiaclzts,
encontrando un dominio X¡X’ de
28/29 kD resistente a la acción de
tripsina, quíniotripsina, elastasa,
proteinasa K y prote-asa VS cíe 5.
cureus,y un dominio Y/Y’ de 23/24
1<1) detectado después de la diges-
tión parcial con tripsina y proteasa
VS (fig. 2).

A partir de estudios en los que se
utilizaron células HeLa cultivadas
en presencia de >‘P <>5 pudo cona-
probarse una -asimetría en la distri-
bución de aníinoácidos en ambos do-
minios, definiendo a X/X’ como un
dominio rico en metionina y mío fr>s-

forilado, y a Y/Y fosforíl ido y con
pocas metioninas (hg. 2) La losto -

lación se da principalmente, en se-ri-
na y alguna treonina, no obsr r~ ~ímí-
rose en residuos de tirosíno Trc s
de las 7 Ser localizad is en Ii >t -

cuencia de ADNe obtenida por
Rauh e-t al”>, concí’etamemime bis si-
tuadas en las posiciones 339, 375 y
762, se situaron en regiones alta-
mente ácidas con residuos dc filo y
Asp adyacentes, por lo que se ha
sugerido que caseincínasas tipo II
puedan ser responsables de la fosfo-
rilación de SSB/La iii vivo.

Al estudiar el patrón concreto de
re-actividad de sueros con actividad
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indicaa los st ¿tos de ,rottt re proteo!¿¿ tea ¡ -It/aptace de Chaa y ct et’.~

anti-SSB/La se ha encontrado una
heterogeneidad cíe respuesta, ob-
servándose que el 69’.~.) reacciona
con ambos polipéptidos, mientras
que el 19v el 13% lo hacen sólo con
X/X o Y/Y’, respectívamem’íte’
()tro.s autores””’ han encontrado que
el 95% (le S\W ros reaccmt ‘miii con
X/X’ , 82% con Y/Y y sólo u mí 1 lo
hace exclusivamente con Y/Y. En
ninguno de estos estudios se aporté
una correlación con la clínica de los
pacientes.

El hallazgo de que la proteína
SSB/La formaba partículas ribonu—
cleoproteicas (RNP> con transcritos
recién formados de la ARN polime-
rasa III, condujo a pensar que po-
tIria tener un papel importatite en la
transcripción y actuar t:on’ío cc’,fac-
tor de esta enzima’’. (.,ottl ‘b y

Steiz demostraron que efectiva-
men te esta protemna era un factor
de tramíscripcióíí dc, la ARN poí mime—

rasa III y que actuaba en la termina-
cion y liberación de transcritos.>. Se
ha comprobado que- la transcripción
mediada por esta enzima se inhibe
fuertemente cuando se depleciona
SSB/La con anticuerpos nnti-La pu-
riendo revermírse ésta al añadir otra
vez la proteína4’. Se sabe que la
asociación a estos transcritos re-cíen
sintetizados ocurre e-ii el dominio
X/X’ (hg. 2), y que para esta unión
se requiere-nu¡¡.Oa.> tres o mas resi-
duos de U seguidos de un grupo OH
en el extremo 3.

Los ARN a los que- se asocia 5513/
La incluyen entre otros pre-ARNt,
precursores de 55 ARN. 121 ARN
(transcrito por la ARN polimerasa
II), 4.55 ARN, 75 ARN (en células
Raji), 725 ARN (células He-La), Y5
RNA y algunos RNA codificados
por virus como VAl ‘¿ VAlí de ade-
mítívírus y EBER 1 y 2 de Epstein-
lía rr (E [IV) entre otros”> o (tabla 1).

Inmunotoqia
FO “r¡L¡’ é’>’ — ti’ FO’.

Mcneilage cí ol ‘ encontraron
aue 14 dc 34 ~ueroát on actividad
<,ntí $SíI¡ Li omunoprecipitaban
EBLR 1 2 n inc is celulares
trousmt,rmarl. nor este virus. La
asc)ciaoloml ce c’<ros necueños RNA
‘..oclil íoo~ por BX con a proteína
SMI’L” junto al hecho de nue

RNA FBI’ R 1 y ‘> .sori transcritos por la
AH N polmmerisa III. su gte re u tiC

It [IX ouc de estar ni yolucrado en ini—
e ‘o r í’i ~e>nuesr a auroinm une hacia
c’atC antígeno en una persona pre-
dí¾puestagenetícamente a padecer
~a.l’)abotzíían et ni’’ propusieron
tui pt.ís.íoJe mecamíismo de autoinrnu-

y¡y’ iiizacic)u 41 deivostrar que ía imimcc—
ciomí de glannulas salivales con une-

p novi rus 2 conduce tanto a un au-
mento en la concentración del antí-
geno e’ aun a su expresíon en la
.ouperíic le ceiui, r io que prouoc¿r¡Ñ.
un: re ‘pu sta ½mIar hurrioral di-
rl gída no o’tío í inríeeno-, virales.
>mni) a a Dronma moít’t-ula expresada
so níenírarína orígínandose la mnmma-
macion c’arac te¿ ist¿( a del sS

p 198o Chuinnero et al onda-
ron por prímumera vez clones de ADN
genortulco ‘ ADNc dc la proteína
SSB/L;í humana. La naturaleza de la
proteitia tibtenida se encontró que-
era hidrofílica con un 40% de resi-
duos cargados, corroborando los es-
tudios previos sobre su naturaleza
soluble

En la mitad de la molécula se
observó una larga zona de alrededor
de 130 aminoácidos con estructura
en alfa-hélice que poseía un epítopo
fuertemente inmunorreactivo y que
contenía la secuencia RNP consen-
so característica de proteínas que
unen ARN (tabla II). Esta región
está incluida en la mayoría de las
proteínas eucariotas que unen acm-
dos nucleicos>

5e ha encontrado una gran seme-
janza entre SSE/La y la DNA-
hinding proteja (DBP) de 72 1<1)
presente en adeniovirus (tabla III).
Las dos son fosfoproteinas con rnúl-
tiples puntos soeléctricos que se
han relacionado con el grado de fos-
forilación. y en ambas esta fosforila-
cion ocurre en residuos de se-rina y

treonina’’.Adermuás. la DBP de arle-
novirus contiene también dos donai-
nios de- 44 y 26 1<1) resistentes a
proteasas, de los cuales el de nmayor
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tamaño y rico en metionina, une
ADN, participa en la replicación de
ADN viral, especialmente en los pa-
sos de iniciación y elongación de la
cadena, y se ha visto que está muy
conservado entre distintos subgru-
pos de adenovirus. En el caso de
SSB/La, el sitio de unión a ARN se
encuentra también en el domínto
mayor X/X’, aunque no se ha estu-
diado~”45 si esta región está más
conservada que el dominio YIY’.

Caracterización molecular
y mapeode autoepitopos
en SSB/La

La posibilidadde obtenergrandes
cantidades de este antígeno para su
estudio y aplicación al diagnóstico
de las enfermedades autoinmunes
se ha visto dificultada por el bajo
rendimiento obtenido, menos de]
7% en los procesos de purificación
convencionalestU

El empleo de tecnología basada
en ADN recombinante ha posibilita-
do tanto la obtención de cantidades
suficientes de este antígeno para el
montaje de técnicas de uso diagnós-
tico, como la caracterización de- los
autoepítopos reconocidos.

En 1985, Chambers et al2 aisla-
ron por primera vez clones de
ADNc de la proteína de hígado hu-
mano a partir de bibliotecas ge-nó-
micas construidas en Xgtll. Los
clones de ADNc obtenidos se ex-
presaron en E. cali como proteínas
de fusión comprobándose la exis-
tencia de utm inserto de 390 pares
de bases que producía una proteína
de fusión de 129 kD, alrededor de
13 kD mayor que la betagalactosi-
dasa, y que se encontró re-activa
con anticuerpos anti-SSB¡La. De
este inserto de 390 pares de bases,
se vio que 360 codificaban para 122
aminoácidos de la región carboxilo-
terminal de la proteína. En otro in-
serto de ADNc, se encontró que la
secuencia codificante incluía sólo
los 55 aminoácidos carboxilotermi-
nales. Debido a que este segundo
clon también reaccionó con anti-
cuerpos anti-SSB/La, se concluyó
que al menos un sitio antigénico re-
sidía en esta región de la molécula
que constituye e-l 12% de la proteí-
na humana.

Al secuenciar esta región, se ob-
servó un alto contenido en amino-
ácidos hidrofóbicos. Por análisis de
hidrofilicidad, se- identificó un deca-
péptido situado entre los aminoáci-
dos 40 y 49 con una alta probabili-
dad de ser expuesto en la superficie
y, por tanto, de ser un determinan-
te antigénico.

Posteriormente- Sturgess et al”’
aislaron clones de ADNc humano de
esta molécula a partir de bibliotecas
construidas en XgtlO.

La sonda utilizada para la detec-
ción de este ADNc se obtuvo a par-
tir de la secuencia publicada ante-
riormente por el grupo de Cham-
be-rs. El ADNc de la proteína fue
subclonado y expresado en E. cali
como proteína de fusión, detectan-
do al analizar los lisados de cultivos
un polipéptido de aproximadamente
40 kD que reaccionó con todos los
sueros con actividad anti-La no ha-
ciéndolo con los que carecían de
esta actividad.

Al comparar esta se-cuencia con
la publicada previamente-, se obser-
vó que ambos clones poseían una
secuencia idémitica de 132 bases
hasta que se alteraba una citosina.
Esto provocó que en el clon descri-
to por Chambers et al52 se alterara
el marco de lectura creándose un
codón de terminación en posición
165, mientras que éste continuaba
926 bases.

Para el mapeo de autoepítopos
generaron fragmentos no solapan-
tes del ADNc de- SSE/La por medio
de una combinación de digestiones
enzimáticas, ligándose en vectores
de expresión de la serie pUR. El
subclón La 1 (bases 1 a 251) no se
mostró inmunorreactivo con sueros
anti-SSB/La. El subclón La II (bases
252 a 755) no produjo proteína de
fusión estable. El subclómo La III
(756 a 3) produjo una proteína muy
mnmunorreactiva, lo que demostró
la existencia de al menos un epitopo
en los 103 aminoácidos de la región
carboxiloterminal. No obstante, no
se pudo excluir la presencia de otro
autoepítopo en el subiión La II de-
bido a que se produjo proteína de
fusión estable. Del mismno modo, se
postuló que la propia fragmentación
podría haber destruido algún otro
epítopo adicional.

Simultáneamente a los trabajos del
grupo de Sturgess, Rauh et al12 situa-
ron al menos3 epítopos en la mitad
carboxiloterminal de la molécula.

A partir de una biblioteca de
ADNc de la proteína de hígado hu-
mano construida en Xgtll, aislaron
un clon que reaccionaba con una
mezcla de suero de pacientes con
LES y SS.

Al secuenciarlo obtuvieron una
secuencia nucleotídica que- codifica-
da para un polipéptido de- 296 ami-
noácidos, cuyo tamaño era aproxi-
madamente de 33 kD, y que daba
cuenta del 70% de la proteína comn-
pleta. La identificación tanto del si-
tio corno de- la señal de poliadenila-
ción indicó que se trataba de la
región carboxilote-rníinal. Se obser-
varon 2 metiomtnas en la región
aminoterminal, así como 7 serinas
en la porción carboxiloterminal, co-
rroborando los estudios previos de
Chan et al’’.

Para definir los autoepítopos en
e-sta molécula, se- expresaron frag-
mentos solapantes del inserto en E.
cali y se analizaron las proteínas
recombinantes con antisuero anti-
SSE/La. Los resultados mostraron
la existencia de tres regiones anti-
génicas en la mitad terminal de la
molécula denominándolas La A (re-
siduos 112-180), La E (residuos
181-233) y La C (234-268). Anti-
cuerpos eluidos de la interacción
con cualquiera de estas proteínas
no mostraron re-actividad cruzada
con las otras, indicando que estos
epítopos no están relacionados in-
munológicamente.

La localización de estos tres epí-
topos en la molécula no pudo ex-
cluir la existencia de otros, ya que,
aparte de que eí clon aislado por
Chambers et ah” no se incluía en
esta secuencia, pueden existir otros
determinantes antigénicos qtíe sólo
se- reconozcan en la conformación
nativa de la proteína<i.

El grupo de St. Clair et al51 aisló
clones de ADNc correspondientes a
la proteína humana completa. A
partir de aquí, y utilizando el vector
de expresión Xgtl 1 expresado en E.
cali Y1089, obtuvieron tres frag-
me-mitos representativos de la totah-
dad de la moléc:ula como proteínas
de fusión a betagalactosidasa.
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Al analizar la re-actividad por me-
dio (le un ensayo en fase sólida”>,
encontraron que los anticuerpos an-
ti-La re-conocían los tres, aunque en
distinta medida. En la mayoría de
los sueros, el fragmento correspon-
diente a la región media de la ¿nolé-
cula (La C) se motro como el mas
tnmunorreactivo. produciendo nive-
les de unión comparables con los
obtenidos frente al fragmento que
definía las tres cuartas partes de la
región carboxiloterminal de la se-
cuencia (La B). La reactividad fren-
te a la región amimioterminal (La A)
se mostró intermedia, mientra que
la encontrada frente a La U (región
carboxiloterminal) fue la más debíl.

En los trabajos de Chante-rs et
se obtuvo una secuencia parcial

de 55 aminoácidos carboxiloterrmmi-
nales de la proteína SSE/La. Sin
embargo, el error cíe omisión de
una citosina alteraba el marco de
lectura de manera que aparecía un
codón de terminación prematuro.
Con el aislamiento y expresión de
clones ADNc adicionales, se com-
probó que esta secuenícia realmente
residía en la región aminoterminal
(definida aquí como La A).

Los resultados obtenidos por St.
Clair et al coincidieron parcialmnen-
te con los publicados por el grupo
de Sturgessaa en los que también se
encontró que la región carboxiloter-
minal de SSE/La contenía un e-pito-
po inmunorreactivo. Sin embargo,
en sus experimentos no consiguie-
ron una proteína de fusión estable
que expresara la región media. Por
otra parte, este mismo grupo no
observó ningún epitopo situado en
la porción aminoterminal, debiéndo-
se esta falta de re-actividad a que su
se-cuenda carecía de 52 aminíoáci-
dos amiríoterminales presentes en
La A, e incluía 37 residuos que en
esta región no se encuentran.

McNeilage et al56 han descrito la
existencia de un epítopo discontinuo
en SSB/La. Para ello obtuvieron por
PCR seis fragmentos solapantes de
la región de ADN correspondieííte a
107 aminoácidos del extremo amnm-
noterminal. Después de subclonar-
los en pGEX-2 y expresarlos como
proteína de fusión a glutatión 5
transierasa. analizaron la re-activi-
dad de los péptidos obtenidos, en-

comitrando que los sueros con activi-
dad anti-SSB/La sólo reaccionaban
con La Al (residuos 12-107) y La
A4 (residuos 1-99) no haciéndolo
conninguno de los fragmentos res-
tantes. Esto, junto al hecho de que
las regiones 12-28 y 82-99 sólo es-
taban presentes en estos dos frag-
mentos, permitió a este grupo defi-
oír un epítopo discontinuo o confor-
niacíonal.

La obtención de clones de ADNc
que expresan fragmentos de SSB/
La ha permitido localizar los frag-
mentos tmunorreactivos de esta
molécula, indicando que múltiples
epítopos son reconocidos por sue-
ros autoinmunes. Esto apoyaría la
idea de que las reactividades cruza-
das no son la única causa de que un
antígeno propio se reconozca como
extraño’2.

No obstante, el análisis de auto-
epítopos por técnicas basadas en
ADN recombinante se enfrenta a
una serie de inconvenientes como
son eJ hecho de que Ja utilización de
fragmentos de aproximadamente
100 residuos, puede traer consigo
el enmascaramiento de algún e-pito-
po preferencial dentro de la res-
puesta policlonal del suero. Del mis-
mo modo, la propia fragmentación
puede originar la desaparición de
algún determinante antigénico pre-
sente en esta secuencia. Igualmen-
te, hay que valorar las posibles mo-
dificaciones estructurales que pue-
da sufrir la proteína debidas tanto a
su fusión a betagalactosidasa como
a su obtención de fuentes procario-
tas. Es posible que los fragmentos
obtenidos a partir de la molécula
completa no guarden la misma es-
tructura tridimensional que en la
proteína nativa, existiendo además
la posibilic/.’Yd de que no todos pre-
senten sus epítopos con igual efica-
cia. Para ser capaces de valorar
este hecho, se requerirían estudios
de estructura tridimensional que en
el caso de esta molécula no se hamí
realizado.

Sin embargo, estudios de inhibi-
ción realizados entre la proteína re-
coníhinante y la obtenida de fuentes
tisulares muestran que, en general,
hay una sim.’ ‘ridad entre los deter-
minantes a:’ .enicos expresados en
los fragmentos recombinantes y

aquellos presentes en proteínas de
mamífero’’.

Aplicacionesdel antígeno
SSE/Laobtenido de forma
recombinante

Los estudios llevados a cabo con
este antígeno obí e-nido de forma re-
combinante se han encaminado a
definir la especificidad de epítopos
reconocidos por sueros autoinmu-
nes y a buscar correlaciones con
manifestaciones clínicas particu-
lares.

St. Clair et al5’ desarrollaron un
ensayo de ELISA con antígeno re-
combinante humano representativo
de la proteína comple-ta, así como
de- las regiones amino (La A), media
(La fi) y carboxiloterminal (La D).

Con este ensayo se buscó definir
la especificidad de respuesta en 41
pacientes con SS primario de los
cuales 21 presentaban manifesta-
ciones extraglandulares, y en diez
con SS asociado a otras enfermeda-
des del tejido conjuntivo.

En 31 de 51 pacientes se observó
reactividad con la molécula compie--
ta; del total de pacientes, 25 de 41
padecían SS primario y 6 de- 10 55
asociado a otras manifestaciones.
En este- grupo de 31 sueros con
actividad anti-La, 26 reaccionaban
con La A, 18 con La C y sólo 13 lo
hacía con La D, i.ndicandoun patrón
preferencial de reactividad hacia La
Ay La fi.

Aun cuando se observó que A y fi
eran los más ir.munorreactivos, la
unión absoluta y relativa por ELI-
SA, se encontró que difería entre
los sueros. Los resultados indicaron
que estos pacientes producían anti-
cuerpos frente a, como mínimo, 3
epítopos distintos en el antfgeno
SSB/La.

Otro dato importante es que no
se observaron diferencias en la
unión a los tres fragmentos entre
los pacientes con SS primario y SS
asociado. Lo que sí se demostró fue
una mayor prevalencia de reactivi-
dad en los individuos con manifesta-
ciones extraglarídulares (15 de 21)
que sin e-lía (10 de 20).

Al analizar si existía correlación
entre una manifestación extraglan-
dular concreta y una especificidad
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de epítopo dada no se encontró, su-
giriendo que la expresión clínica de
enfermedad extraglaítdular en SS
no depende estrictamente de una
respuesta de autoanticuerpos fren-
te a un determinante antigénico
particular.

Gordon et al8 desarrollaron otro
ensayo de ELISA para analizar si
hay correlación entre la cantidad de
anticuerpo anti-SSE/La y la hiper-
gammaglobulinemia vista en pacien-
tes con SS primario, encontrando
que la cantidad de anticuerpo espe-
cifico medida en 84 sueros variaba
entre 0,02 y 11 mg/n’tl, con un 61%
de los sueros con concentraciones
superiores a 1 mg/mI, contribuyen-
do notablemente, por tanto, a la hi-
pergammaglobulinemia. También se
observó una variacion considera-
ble entre las tres proteínas de fu-
sión (La A: 0,7, La C: 0,3, La D:
0,034 mg/mí).

Sin embargo, en algunos pacien-
tes con hipergannmaglobuliríemia y
bajas cantidades de anticuerpos an-
ti-La, no se observó correlación en-
tre los niveles de esta actividad y la
lgG total. Las causas de esta falta
de correlación no están claras,
como tampoco lo está la relación
entre la respuesta a esta proteína y
los niveles elevados de IgO con la
patogenia de SS.

No obstante.elo que sí parece in-
dicar, apoyándose en estudios en
los que fluctuaciones en las concen-
traciones de este autoanticuerpo no
están unidas a cambios en los nive-
les de IgG, es que la regulación de
autoanticuerpos frente a esta pro-
teína es independiente de otras tn-
munoglobulinas, apoyando la idea
de que estos autoanticuerpos son
generados por autoinmunizacíon
más que por activación policlonal E
indiscriminada.

ANTICUERPOS ANTI-Sm
Y Ul RNP

En el año 1959, Holman et al59
describen por primera vez la pre-
sencia en el suero de pacientes con
LES, de anticuerpos reactivos con
un antígeno nuclear distinto de
ADN y nucleoproteina. Foco des-
pués, Tan y Kunkel”> demuestran
que una proporción significativa de
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sueros de estos pacientes presentan
una banda de precipitación en gel
cuando se enfrentan a extractos ti-
sulares solubles. Uno de estos sue-
ros pertenecía a un paciente cuyas
iniciales del primer apellido eran
Sm, por lo que se adoptó este nom-
bre para el antígeno.

Pocos años después de que Tan y
Kunkel describieran el sistema Sm
anti-Sm, Mattioli y Reichlin encon-
traron la presencia en el suero de
un paciente con LES de anticuerpos
frente a un antígeno muy lábilbí.
Debido a que los tratamientos del
extracto antigénico con tripsina y
ARNasa hacían que éste perdiera la
capacidad de reaccionar con los
sueros, lo definieron como ribonu-
cleoproteina. Siguiendo la nomen-
datura enípleada por Tan y Kunkel,
llamaron a este antígeno Mo, no-
menclatura que posteriormente se-
ría sustituida por U] RNP.

Los anticuerpos anti-Sm y anti-
Ul RNP reconocen pequeñas partí-
culas ribonucleoproteicas (RNP)
presentes en el núcleo de todas las
células eucariotas (tabla IY’2’03. La
primera evidencia de que existen
dos formas moleculares reconocidas
por ambos tipos de sueros, la obtu-
vteron Mattioli y Reichlimí analizan-
do sueros con actividad anti-Sm y
anti-RNP por técnicas de inmunodi-
fusión en gel. La identificación de
bandas de identidad parcial entre
ambos tipos de sueros, les lleva a
pensar que ambos comparten un de-
terminante antigénico, o que algu-
nas moléculas de Sm y RNP están
físicamente asociadas04.

La evidencia definitiva de la exis-
tencia de dos forírias moleculares,
una que contiene determinantes an-
tigénicos exclusivos de Sm, y otra
que contiene determinantes de Sm
y RNP, la aportaron Lerner et al al
analizar la naturaleza de las partícu-
las reconocidas por ambos tipos de
sueros’0. Utilizando téc”’icas de in-
munoprecipitación, describieron los
componentes de ARN y proteína de
estas partículas, encontrando que
antisueros anti-Sm precipitan
5 ARN pequeños de la serie U (defi-
nidos así por su alto contenido en
uracilo) denominados Ul, U2, U4,
US y U6, mientras que los anti-
RNP sólo precipitan el ARN Ul.

Esto les llevó a postular que si las
partículas ribonucleoproteicas son
consideradas una familia, los sueros
con actividad anti-Sm precipitan to-
dos los miembros de ésta, mientras
que los anti-RNF sólo lo hacen con
uno. Estos resultados volvieron a
sugerir que los determinantes anti-
génicos reconocidos por amnbos ti-
pos de sueros eran distintos, dato
que se comprobó al encontrar que
sueros que contienen exclusivamnen-
te anticuerpos anti-RNP, no son ca-
paces de inhibir la unión de un anti-
cuerpo monoclonal anti-Sm de raton
MRL a antígeno de timo de co-
nejo”~.

El componente ARN de estas
partículas se agrupa dentro de la
misma famnilia debido a que todos,
con la excepción de U6, poseen una
estructura trimetil cap en el extre-
mo 5 terminal, así corno una
secuencia interna del tipo
AUUUUUG referida comúnmente
como sitio de unión Sm a traves del
cual interaccionan estos ARN con
las proteínas’~””’.’. En mamíferos se
han descrito al menos 13 ARN de la
serie U, la mayoría de las cuales se
ha demosrado que existen formando
complejos con proteínas e-ii forma
de pequeñas partículas ribonucleo-
proteicas (snRNP). Las suRNF más
abundantes son Ul, U2. L~5 y U4/
U6, estimándose que existen alre-
dedor de 2x103 copias de US y U4/
U6, y 10~ copias de U] y U2 por
célula de mamífero2. Todas estas
snRNP se localizan dentro del nu-
cleoplasma y son precipitadas por
anticuerpos anti-Sm (tabla IV).

Debido a que el componente pro-
teico de estas partículas es requeri-
do para su antigenicidad’>, la aplica-
ción de técnicas de WE ha perníiti-
do analizar tanto los polipéptidos
presentes, como los patrones de
re-actividad de sueros autoinmu-
nes55’6t-’69. Actualmeníte se acepta la
existencia de una serie de polipépti-
dos comunes conocidos como pro-
teínas del core, y que en humanos
se denominan E’, B, D, E, F y (4 con
pesos moleculares de 29, 28, 16.
12, 11 y 9 kW respectivamente.
Además de estas proteínas comu-
nes, algunas partículas ribonucleo-
proteicas contienen polipéptidos ex-
clusivos que las caracterizan. Así,
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TABLA IV. Composicióny reactividad de autoanticuerpos
de las partículas rihonucleoproteicas de la serie U

Vta> [¡vioL,¡iI’oh;p¿ íst>d>ts

UI RNP 70 kD, A (.13) C (22).
B’/B (29/28) 0 (t6),
E (12), E (l1)’~ U (9)

1i2 RNI’ A’ (31), B (2<, 5)
B’/13 III, F 1’ y
8 protein te ¡3 IB t),

E, E yO
150 k.D, ¡3 [3 0 L

E y (1

[11 Anti-Srn, anti-Ut RNP

Li2 Anti-Sm, anti-Li2 RNP

¡ LS RNP tIS Anti-Sní. anmi-US RNP

¡ t34¡U6 RNP
________________________ U4/U6 Ai,ti-Sm, anti-t14/U6 RNP
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Ul RNP incluye los polipéptidos A
(33 kD) C (22 kD) y 70 kD. y 112
RNP las proteínas A’ (31 kD) y E”
(26,5 kD) (tabla IV).

Mientras que los anticuerpos an-
ti-Sm reconocen las proteínas E’. E,
D, E, E y (4 comunes a todas estas
partículas, los polipéptidos exclusi-
vos de un tipo de partícula RNI’
también son reconocidos por sueros
autoinínunes. Así, los anticuerpos
anti-Li1 RNP reconocen las proteí-
nas A, fi y 70 kD exclusivas de Lii,
mientras que anticuerpos anti-U2
RNP reaccionan con los polipépti-
dos A’ y B’ de U2 RNP (tabla IV).

Habets et a1
6 analizaron por WB

la reactividad de suerosanti-Sn’í y
anti-UI RNP con los polipéptidos
de estas partículas, encoQtrando
que la mayoría de los que poseen
actividad anti-Sm reconocen el do-
blete B’/B junto con e-l polipéptido
D, mieíítras que los sueros anti-U1
RNP, aunquereconocen E/E débil-
mente, reaccionan con preferencia
con las proteínas de 70 kD, A y C
especificas de Ul.

Las primeras aproximacm:’.mes al
estudio de la función de estas
snRNPvinieron de los trabajoslíe-
vados a cabo por Lernet et alíc quie-
nes comprobaron la existencia de
una secuencia en el extremo 5’ de
Lii ARN exactamente complemen-
taria a una secuencía común a todos
los precursores de ARN mensajero.
Esto les llevó a postular una partici-
pación activa de U] RNP en el pro-
cesamiento de APN, dato que fue
comprobado al demostrarse la inhí-
bición de este mecanismo por me-

dio de sueros con actividades antí-
Sm y anti-U1 RNP.

Actualmente hay evidencias de
que estas partículas snRNP desem-
peñan un papel activo en e-í procesa-
miento de transcritos recién sinteti-
zados de ARN o pre-ARNm, partici-
pando en la eliminacicin de regiones
no codificadoras o intrones y en el
posterior re-ligamiento de secuemí-
ctas codificadoras adyacentes o exo-
nes (tabla l)”<. Las partículas
snRNPse organizan e-ti un complejo
macromolecular llammiado cuerpo de
procesanueníto o esplíceosoma ori-
ginado inicialmeííte por el aparea-
miento entre el extremo 5’ de Lii
ARN y el sitio 5’ de procesamiento
y para el que se requiere la presen-
cia de las proteínas de Lii RNP”2.
En la rotura del sitio de procesa-
miento 5’, un residuo de guanina 5’
terminal del intrón forma un enlace
fosfodiéster con un residuo de ade-
nína localizado en una secuencia
conservada conocida como el sitio
de ramificación situado de 20 a 50
nucleótidos upstreamdel sitio 3’ de
procesaníiento. Este paso requiere
la unión de U2 RNP, así como de
proteínas auxiliares. Posteriormen-
te, el corte se da en el sitio 3’ de
procesamiento participando activa-
mente LiS RNP. La partícula U4/
U6 sirve conio catalizador de esta
reacción que origina la liberación
del intrón y la posterior unión de
exones adyacentes>0.

Como cabría esperar por su papel
activo en el procesamiento de pre-
ARNm, tanto el componente protei-
co como los U ARN se encuentran

altamente conservados en la evolo-
ciónuA~~>~’>’. [ erner et alta analizaron
el grado de- conservación de estos
autoantígenos empleando para ello
anticuerpos anti-Sm y anti Li1-RNP
en estudios de inmunoprecipitación
de material marcado con t2P proce-
dente de células de varias especies.
encontrando que- estos sueros pre-
cipitaban snRNP tanto de humano,
ratón o poílo como de insectos.

Los anticuerpos anti-Sm se dan
aproximadamente en el 25% de los
pacientes con LES, mientras que
los anti-U1 RNP aparecen con una
frecuemícia que oscila entre un 25 y
un 30% de individuos con LES, nor-
malmente asociados a la aparición
simultánea de anticuerpos anti-Sm.
Cuando los anmí-Ul RNP se dan so-
los y en título alto, se considera
marcador de la EMTC, entidad en
la que aparecen con una incidencia
del 85% ‘¡2’>’.>

Clonaje y caracterización
molecular de los polipéptidos
snRNP
Proteínasdel core

Polipéptido/’[ B’B. Dentro del
grupo de polipéptidos comunes a to-
das las partículas ribonucleoprotei-
cas, las proteínas E’/B son, junto al
polipéptido D, las más antigénicas.
Mientras que algunos autores pos-
tulan, basándose en un patrón de
proteólisis semejante, que B’/B son
los productos ‘traslacionales de un
mismo ARNm y que una modifica-
ción covalente o oua rotura proteo-
lítica origina una especie a partir de
la otra7», otros hablan de la existen-
cia de dos especies de ARNm sepa-
radas7. Ambos polipéptidos están
presentes en todos los tejidos hu-
manos excepto B’ que no aparece
en células neuronales. Estas últimas
contienen la proteína N que, aunque
también pertenece- al grupo de pro-
teínas del core- y posee un peso mo-
lecular parecido al de E’, es el pro-
ductíí de un gen separado”2.

Ohosone et aL’ aislaron en 1989
clones de- ADNc de la proteína E.
Utilizando un primer clon que po-
seía una secuencia de 780 bases
codificante para un segmento del
polipéptido B reconocido exclusiva-
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mente por sueros con actividad an-
ti-Sm y anti-U1 RNP, aislaron clo-
nes que contenían un inserto ma-
yor, y que codificaban para el poli-
péptido E completo con 285 ami-
noácidos y un peso molecular esti-
mado de 29,6 kD.

Al analizar la secuencia se encon-
tró un alto porcentaje de prolinas
(20%), una estrecha homología con
la proteína N de Sní, así como
la existencia de un motivo FP/
aPGMR/iPP que se postula que
puede intervenir en la interacción
proteína-proteína de las partículas
RNP (tabla II).

En este mismo año, Rokeach et
al7t’ describieron el aislamríiento de
clones de ADNc que codifican para
ambos polipéptidos. Para ello cons-
truyeron a partir de células Raji una
biblioteca de ADNc en XgtlO. Para
la localización de los clones sinteti-
zaron una sonda b~ísándose en la
identidad de la secuencia aminoter-
minal de B’ y B.

En la estructura secundaria se
localizaron una serie de regiones hi-
drofflicas e hidrofóbicas alternantes
a lo largo de la molécula, así como
una marcada predisposición a for-
mar giros beta que podrían ser sus-
ceptiblesde constituir un determi-
nante antígénico. Igualmente, se
identificó e-l motivo PP/aPGMR/iPP
encontradoen B (tabla II).

Simultáneamente a este trabajo,
Sharpe et al72 utilizaron un anti-
cuerpo monoclonal anti-Sm para
analizar una biblioteca de ADNc de
células HeLa en Xgtll. La identifi-
cación de un clon con un inserto de
700 pares de bases y la posterior
expresión como proteína de fusión a
betagalactosidasa, les permitió
comprobar la reactividad con sue-
ros con actividad anti-Sm. La se-
cuencia descrita fue semejante a la
obtenida por Rokeach et al7c>.

El clonaje y la obtenció¡i de la
secuencia de estos polipéptidos ha
permitido discutir sobre la naturale-
za de las proteínas B’ y E reconoci-
das por los sueros anti-Sní. Aunque
los grupos de Rokeach y Sharpe70-72
describen el ADNc obtenido como
responsable de la síntesis de los po-
lipéptidos E y E, el análisis compa-
rativo de su secuencía con la descri-
ta por Ohosone et aP” para el

polipéptido B, sugiere que el ADNc
donado por los primeros codifica
exclusivamente para el polipéptido
13 de Sm. La comparación de las
secuencias obtenidas por estos gru-
pos no arroja diferencias significati-
vas salvo en ciertas posiciones de
divergencia entre fi, E’ ~ N. El poli-
péptido B carece de- 50 amtnoací-
dos de la región carboxiloterminal
que sí están presentes en E, apo-
yando la idea de níecanisimios de
procesamiento alternativos para
cada uno de ellos a partir de un
único tránsito de ARN. El reconoci-
miento simultáneo de E’ y E por los
sueros autoinmunes sugiere la pre-
sencía de-a] menos un epítopo en las
regiones comíservadas de estos poli-
péptidos y por extensiótí de N.

En ambas proteínas se ha encon-
trado un alto porcentaje de prolinas
(aproximadamente el 20%), carac-
terística encontrada en otras pro-
teínas que- unen ácidos miucle-icos.
Sin embargo, no se ha identificado
la región RNP consenso relacionada
con esta propiedad, lo que sugiere
que estos polipéptidos no interac-
cionan directamente con los ARN
de la serie Um.

Polipéptido D. Dentro también
de los polipéptidos comunes a todas
las partículas ribonucleoproteicas,
el O de 16 lcD es otro de los que
mayor antigenicidad posee. Aunque
normalmente su reconocimiento se
asocia al de las proteínas B’/B, se ha
descrito la existencia de sueros de
pacientes con LES y de anticuerpos
monoclonales anti-Sm que recono-
cen exclusivamente esta proteína,
postulándose la existencia tanto de
epítopos compartidos con
como de epítopos unicos’<.

En 1988, Rokeach et aL3 aislaron
un clon de ADNc codificante para
este polipéptido. Para ello analiza-
ron una biblioteca de ADNc de lin-
focitos B humanos cotístruida en
XgtlO con una sonda radiomarcada
obtenida a partir de la secuencia de
la región aminoterminal del polipép-
tido D aislado de células He-La.

En la estructura secundaria se
predijo la existencia de dos regiones
de carácter altamente hidrofílico en
Ja mitad carboxiloterminal de la mo-
lécula; una localizada entre los re-sí-

dxios 86 y 92 y con elevado coííteni-
do en lisina, y otra formada por
repeticiones de la secuencia gly-
arg, sugiriéndose que estos dos do-
minios permanecen expuestos en la
superficie de la molécula pudiendo
constituir determinantes antigéni-
cos que son susceptibles de ser re-
conocidos.

A] comparar la secuencia de este
polipéptido con la de otras proteínas
se encontró, como cabría esperar
de una proteína con alto contenido
en lisina y arginina, una gran horno-
logia con una región conservada de
las protamínas, así como con el antí-
geno nuclear de Epstein-l3arr EB-
NA-] (tabla III). Sin embargo, tam-
poco pudo identificarse la se-¡.;uencia
RNP consenso emícontrada en pro-
teínas que unen ARN y AI)N. Aun-
que el reconocimiento del polipépti-
do 1) se suele asociar al de 13’/E, no
se encontró ninguna honiolcigía de
secuencia entre ambos, pudiendo
explicarse e-sta re-actividad cruzada
por la existencia de- epítopos alta-
mente conformacionales reconoci-
dos simultáneamente- en aníbas pro-
teínas.

Polipéptido E. Este polipéptido
de- 12 lcD perteneciente también al
grupo de proteínas del core, rara-
mente se reconoce por los sueros
anti-Sm. Debido a esto, el clonaje y
secuenciación de esta proteína se
ha dirigido más al análisis de su
papel en las partículas ribonucleo-
proteicas.

En 1988, Stanford et al>’tm aislaron
un clon de A[)Nc de la proteína E.
Utilizando un clon de ADNc parcial
obtenido anteriormente~analiza-
ron una biblioteca de ADNc de célu-
las cíe teratoma huinamín, aislando
un clon cuyo producto primnario de
traslación codificaba para un poli-
péptido de 10,8 lcD reactivo con
anticuerpos anti-Snm.

Al comparar la secuencía comí
otras publicadas previamneííte, no
encontraron homologías con proteí-
nas que unen ácidos nucleicos. La
secuencia RNP consenso tanipc;co
apareció en este polipéptido, por io

que se sugirió que esta proteína
tarmípoco es responsable de la inte-
racción con el sitio de unión ~‘m de
los ARN de la serie U»>».
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No obstante, se encontró que el
polipéptido E presentaba homología
de- secuencia con a proteína riboso-
mal de levadura van (tabla III)
identificándose 31 sustituciones
conservadas y 17 posiciones de
identidad entre ambas, apoyando
los cometitarios de algunos autores
que hablan de una similaridad entre
el cuerpo de procesamiento o espli-
ceosoma en el que estas proteínas
participan activamente. y el riboso-
ma. La aparición de anticuerpos an-
tirribosomales en el suero de pa-
cientes con LES se suele asociar
con la aparición simultánea de ani—
cuerpos anti-Sm

Polipéptidoscxcius¿vosdc UI RJVP

La demostración”>’ de la existen-
cia de autoanticuerpos que precipi-
tan exclusivamente la partícula Lii
ha permitido definir serológicamen-
te un síndrome caracterizado por
tina combinación de c:aracterístícas
del LES, esclerosis sistémica y poli-
miositis. Este síndrome conocido
como EMTC se caracteriza por la
elevada frecuencia de aparición de
autoanticuerpo amíti-Li1 RNP a títu-
los altos’>’>.

El hallazgo de que tres proteínas
de la partícula ribonucle-oproteica
Lii, conocidas como A (33 lcD), C
(22 lcD) y el polipéptido de 70 lcD
son reconocidas por los anticuerpos
anti-U1 RNP, ha dirigido los estu-
dios a determinar la identidad y es-
pecificidad de reconocimiento de
estos autoantígenos’. Habes et al”7encuentran que el 87% de los sue-
ros con actividad anti-Li1 RNP re-
conocen la proteína de 70 lcD, el
67%, la proteína A, y el 600/o, el
polipéptido fi.

Polipéptido C de UI RNP.Yama-
moto et al77 obtuvieron en el año
1988 e-l polipéptido fi de Lii RNF
como proteína de fusión. Utilizando
el suero de un paciente con altos
títulos de anticuerpos anti-Li1 RNP,
identificaron un clon de- ADNc obte-
‘nido a partir de una biblioteca de
fibroblastos humanos comistruida en
Xgt 11. Al analizar la secuencia de
e-sta proteína no se encontro homo-
logía significativa con ninguna de
las proteínas donadas hasta eí mo—

mento’’. Sí se identificó en cambio
el motivo PP/aPGMR/iPP descrito
en las proteínas B’/B y que se pos-
tula puede intervenir en la interac-
ción proteína-proteína de las partí-
cula IZNP (tabla II).

Polipéptido A de UI RNP. Sille-
kens et al>, utilizando el suero de
un paciente con EMTC, analizaron
una biblioteca de ADNc preparada a
partir de células de teratocarcino-
ma humano, identificando un clon
que poseía la se-cuenda completa
del polipéptido A de 32 lcD.

En la secuencia de aminoácidos
deducida se identificaron dos regio-
nes situadas en las mitades carboxi-
lo y aminoterminal con una elevada
homología con la proteína B” de la
partícula 1/2 RNP, apoyando los
trabajos previos de Reuter et al79 en
los que demuestran utilizando un
anticuerpo monoclonal, que el poli-
péptido E” asociado a Li2 RNP
comparte un epítopo con esta pro-
teína. Además, en una de estas re-
giones de homología con 13”, con-
cretanmenre entre los aminoácidos
52 y 59. se identificó e-l octámero
RNP consenso descrito en otros au-
toantígencis como SSA/Ro, SSE/La
y la proteína de 70 kD asociada a
Lii RNP-’7’29”52’8>’. Análogamente a
las proteínas B, E’ y C, se localizó
un segmento con un elevado conte-
nido en prolina (tabla II).

Polipéptido dc 70 kD asociadoa
UI RNP. Theissenet al8>’, utilizan-
do antisueros poli y monoclonales
específicos de este polipéptido, ais-
laron un clon de ADNc que codifi-
caba para e-sta molécula.

Al secuenciar el inserto de 2,7 kb
que poseía este clon, encontraron
que cerca del 20% de los aminoáci-
dos eran argininas. El perfil de hi-
frofobicidad reveló pocas regiones
hidrofóbicas, encontrando que la
mayor parte de la proteína presen-
taba una elevada hidrolilicidad, en
especial la region carboxilotermninal
en la que se localizó una zona de
aproximadamente- 40 aminoácidos
con un elevado contenido en argini-
nas (50%). De forma semejante a lo
observado en las protaminas, la ma-
yoria de las argininas se situaban en
grupos de tres o cuatro separadas

por sermnas o aminoácidos ácidos.
Esta región rica en argininas, se
postula que puede participar activa-
mente en la unión de esta proteína
con el RNA Lii al identificarse- una
secuencia RNP consenso (ta-
bla 11)8>.

Utilización de polipéptidos
RNP recombinantes en el
diagnóstico clínico

Habets et al82 desarrollaron en
1989 un ensayo de ELISA con los
polipéptidos E’, A y 70 lcD obteni-
dos como proteínas de fusión a be-
tagalactosidasa. y compararon los
resultados obtenidos en una pobla-
ción de 337 muestras de pacientes
con enfermedades autoinmunes y
66 individuos samios, con los aporta-
dos por WB de extracto nuclear de
células He-La. En el caso del poli-
péptido de 70 lcD encontraron 35
sueros de sujetos con EMTC que
re-accionaban con esta proteína por
ambas técnicas ~‘ 13 sue-ros positi-
vos en ELISA y negativos en WB.
Los resultados discordantes se jus-
tificaron por una mayor sensibilidad
de ELISA debido a que- ningún sue-
ro normal dio positivo por esta téc-
nica. Aun así, tampoco pudo descar-
tarse que en ELISA se- mantengan
epítopos altamente conformaciona-
les que en el WB desaparecen.

En e-l caso de los polipéptidos A y
13” los resultados, por lo general,
también correlacionaron. La apari-
ción de sueros positivos en WB y
negativos por ELISA les hizo pen-
sar, basándose emo que estos sueros
presentaron anticuerpos antibeta-
galactosidasa, en una proximidad
entre los sitios de unión de ambas
poblaciones de anticuerpos. No obs-
tante, esta diferencia también pue-
de debe-rse a procesos de modifica-
ci,) sufridos por la obtención de
estas proteínas de- fuentes proca-
notas.

Se-e-hg et al>?í desarrollaron en
1991 otro ensayo de- ELISA para la
proteína de 70 lcD obtenida de for-
ma recombinante. Para evitar los
problemas de inespecificidad provo-
cados por la fusión a betagalactosí-
dasa’52, obtuvieron este polipeptirlo
como proteína cíe fusión a la polime--
rasa MS-2 del virus de la hepatitis
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B frente a la que no se han detecta-
do anticuerpos naturales.

Con la proteína así obtenida, de-
sarrollaron un ensayo de ELISA y
un WB con los que analizaron la
re-actividad de sueros anti-U1 RNP.
De 793 sueros positivos por ELISA,
el 79% podían ser confirmados tam-
bién por WB. Esta diferencia se
postuló que podría debe-rse bien a
una mayor sensibilidad de la técnica
de ELISA, o a la existencia de un
subgrupo de sueros que reconocen
epítopos altamente conformaciona-
les en esta proteína.

A MODO DE CONCLIISIÓN

Las asociaciones entre enferme-
dades autoinmunes como eí LES o
el SS y la existencia de anticuerpos
dirigidos frente a partículas ribonu-
cleoproteicas como SSA/Ro, SSB/
La, Sm y UI RNP. han conducido a
un estudio profundo sobre la natu-
raleza molecular de estos marcado-
res diagnósticos.

La aplicación de técnicas de ADN
recombinante al estudio de estos
autoantígenos ha permitido la iden-
tificaciómí de características estruc-
turales o motivos proteicos comu-
nes en muchos de ellos (tabla II) y
que sugieren una estrecha relación
en su reconocimiento. Debido a que
se trata de motivos proteicos alta-
mente conservados, se ha sugerido
que el sistema inmune puede res-
ponder a antígenos similares pre-
sentes en otros organismos como
protozoos o helmnintos. Aunque se
ha encontrado poca reactividad de
anticuerpos frente a estos motivos,
se ha sugerido que pueden consti-
tuir epítopos reconocidos por la cé-
lula ‘U.

En las partículas ribonucle-opro-
teicas pequeñas de la serie U, la
identificación del motivo RNP con-
senso en los polipéptidos A y 70 lcD
sugiere que ambos interaccionan di-
rectamente con el ARN U. La se-
cuencia PP/aPGIVIR/iPP identifica-
da en B/B, fi y A se ha implicado
más en la interacción proteína-
proteína en estas partículas’.

El análisis de la se-cuencia de es-
tos autoantígenos ha permitido ade-
más la identificación de homologías
con proteínas no relacionadas (tabla

III). En la calreticulina (SSA/Ro) se
ha encontrado umía homología del
63% cotí un antígeno del nemátodo
Onchocerca ro/ru! us>” ‘. Aunque-
se han descrito anticuerpos que re-
conocen la calre-ticulina en el suero
de sujetos parasitados por esta fila-
ría éstos no manifiestan clínica au-
toinmune, indicando que se necesi-
tana algo más que una re-actividad
cruzada para el desencadenamiento
de una enfermedad autoinmuné”’.
No obstante, la asociación entre an-
ticuerpos anti-SSA/Ro y anticalreti-
culina no está clara. Otra homología
identificada es entre e-l polipéptido
SSA/Ro de 52 lcD y la proteína rfp
humana. Sin embargo, anticuerpos
anti-Ro no reconocen esta proteína,
apoyando el concepto de especifici-
dad antigénica de estos autoanti-
cuerpos>’. lEn SSE/La se ha encon-
trado una homología significativa
entre la región aminoterminal de la
molécula y el polipéptido gag de
retrovirus felino, aunque esta re-
gión de homología es solca una parte
de umí epítopo conformacional de
SSB/La>. Además se ha identifica-
do una homología estructural entre
SSE y la proteína de 72 lcD de ade-
noviru<’». En e-l polipéptido D de las
partículas ribonucleoproteicas de la
serie Li, se ha encontrado una gran
homología con una región conserva-
da de las protaminas, así como con
el antígemio miuclear de Epstein-Barr
EBNA-1>’.

En e-l antígeno SSB(La, la obten-
ción de fragmentos parciales de la
molécula comno proteínas de fusión
ha perníitido identificar determi-
nantes antigénicos tanto lineales
como conlormacionales’2. Los estu-
dios realizados con el objetivo de-
encontrar correlaciones entre el re-
conocimiento de determinadas re-
giones en SSE/La y una serie- de
manifestaciones clínicas particula-
res no han dado ningún resultado
concluyente>.

La obtención de estos antígenos
como proteínas de fusión ha permi-
tido el desarrollo de procedimientos
de diagnóstico aplicado a estas en-
fermedades. En algunos de ellos
se ha encontrado una buena co-
rrelación entre la forma recom-
binante y la obtenida de fuentes na-
turales 37.82’8’i
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Evaluation of Recombinant Ro/SSA, La/SSB, Sm, and Ul RNP
Autoantigens in Clinical Diagnosis

José Gerardo García Lerma,1 Antonio Zea Mendoza,2 María Jesús Ramos,1
and Julia Sequí1

‘Department of Imrnunolo.gy, Centro Nacional de Investigación Clínica y Medicina Preventiva, Instituto

Carlos III, Sinesio Delgado 10, Madrid, Spain; 2flepartment of Rheumatology Hospital Ramón y Cajal,
Carretera de Colmenar Km. 9. 100, Madrid, Spain

This study compruses an analysis of Ihe
diagnostic usefulness of Ro/SSA. La/SSB,
Sm and ui RNP autoantigens oblained by
UNA recombinant technology. We studied
the- presence of Ihese autoanlibodies lo 33
patienis with systemic lupus erythematosus
(ThE) and 30 normal indív¡duals by enzyruae-
hinke-d ¡mmuaosorberut assay <ELISA) using
recomb¡nant autoantige-os aod by Western
immunoblot with these- same antigens ob-
lamed from natural sources <rabbit thymus
and human spleen). The slrenqth of agree-
me-nt betweeo rosolis <ociad with tese two
techn¡ques was moderate o tte case of mli-
Ro/SSA (e’~ 0.474,5<0.001) and antí-Ul
RNP (K 0.566. 5<0.001) antibodies nod
almosí perlecí ¡rl Ihe case of anti-La/SSB
(is 0871.5<0.001) and anti-Sm (K= 0.833,
5<0.001). Furlhermore. analysis of Ihe dis-

agreemení between Ihe two techoiques eví-
denced a measurement blas br anti-Ro>’SSA
arad ant-Ch RNP antibodies (Mc NEMAR’S
statistic 13 and 11. respeclively) whose
direction, lhough difliculí lo definen Ihe ab-
sence of a gold standard for soch deterrn¡-
natioras, could be accocinled br by toe ELISA
technique’s greater teodency lo produce
positive resolís. Our conclus¡oo is thaI Ihe
diagoostic usefulness of recombinaN La/
SSS anó Sm autoantigens has been satis-
factorily proven, whereas tríe case-of tPo Rol
SSA and Chi RNP systems shoutd be soL-
Jecí lo forttaer io-de-pth stody of tOe- auto-
epitopes recugnised and Ihe poss¡ble
modificafloas whicf’u <he aher mi’ghl undergo
as a resulí of iLe-ir obteos¡oo from procariol¡c
socirces. © 1995 W¡uoy-L.¡ss, ‘nc.

Key words: recombinaní autoanlígeos. syslemic lupus e-rythematosus

INTRODUCTION

Serui ci from ~ e u Ls xc’ lb ovolení ic lupus e-rv<Iat-matosus
(SLE) frequení y containo ;intibodie-s dire-cied agains< a wide
miinge of se-lf-aia<igens 1 ). includiog líighly conserved ribo-
nucleiapro<e-in particles such as Ro/SSA (52-24-. and 60-lcd
polypepridcs>. La/SSE (48-lcd jahosphoprote-in) and snRNP
recognised by an<i-Sm antibodies (E ‘IB, D, E. E arad O
polypepcides) ¿oíd anfi-U 1 RNP (A-. C-, arud 70-kd polypep-
udc associa<ed <o <bis particle) <2>. Analysis of <his antibody
response- o of greal value in meaching a firmdiagnosis ofSLE
and it is e-ven widcly accepted dial <he presence- of ce-rUin
autoantibodies provides maulcero lora given auroimmune pa-
rhology ai’ad/or o of pmognoshic míe-re-st (1,3), heiace <he indo-
siotí of [he presence of anti-Srn antibodies amoíag <he critemia
published 1w the American folle-ge of Rhe-urnaíology for <he-
diagnosis of <his dise-ase (4). aod <he- me-cognition <liar patienis
wiíh high <líe-rs of anti-DNA antibodies are-al increased risk
of suite-ring lupie glome-mulonephriíis (5). AH <he-se- factoro
poiní <o <he need for laboraíomy íe-chniques which pe-mul the
delection of <he-se- autoantibodies with Ihe naaximuna re-liabil-
¡<y. A wide vamie<y of te-choiques are 00w in use-, giving vise

<o a sí buíion ;v he-re cli fferent laborawmies os iíag cli ffe-í’enl
melhods al 1 loo o fíe-ii olaiu i u d ‘le ring resu lt.s for <he sanie-
palie-nI (6).

One of Ihe major proble oms i o dc-; elopi ng un au<oan<i body
de-<e-ctioía tcchn iq oc is 1 he dift’icul <y ol’ obtaiuíi<ig pure- anti —

ge-ns u sulficiení quanui<y <o be- delt-ctablc by se-ru. As such
aol igeos are nornaal ly presení u latiíaían ¿íiad un inial ti ssue al
low conce-ntraíioos (7-9), re-quiring a cos<Iy arad lnbomious
purification process. <he existence- of a source frorn which
they can be extracíed o suffície-ní quaoti<y with ihe- maxi-
mum degmee- of pum-uy worild representan importaní step br-
ward ira the- de-velopmen< of de-tection techoiques (ID).
Researchems are cumrerítly se-e-king a way round <his liunitation
ihrough <lic applica<ioua of auíoaniige-n-cloííing re-clanologies.

Mode-ma biote-chnology has permilted ihe cloning of ihe-
muid uutounrige-ií ge-oes and tire-ir cbíe-ntion as fusion pm-ene-iras
wich <he aim of tle-velopiog ELISA techaiques fom- autoauíti-
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hody deteclion (lO). Allíaough chis proce-ss is not exempí from
pmoble-ms. arising mainly fmom thc- conformational changes
to which auloanlige-as ame exposed when che-y stick <o <he
boi[om of <he wells <11>’ it allows <he simullane-ous acaalysis
of a am-ge- riumber of samples wirh only a omalí quanlily of
untige-rí, pmoviding substanlial cosí and lime savings, togecher
svich enhanced de-te-clion se-nsiíivily.

Thc- devc-Iopmc-n< of <bese diagnostie íechniques re-quired
a prior in-deplh analysis of <he- auloanlige-os wilh re-gard
lo se-quence aríd sírucluiral chumucíeristico (12—17). ‘[‘he-se-
e ICono lcd <o <he ide-ni ili cal ion of 1 cae-av mmd confomíauional
antigenic cleiemnainanls (18.19); un sonie cases. it has be-en
possible- <o druw up conaplc-tc- maps cíf [he epilopes mee-ng—
o sed (20).

lo tIno study, wc- unalyze- [he diagnosis re-liubiíiiy of uía
[lISA lechoique- c-ríaploying mecombinaní Ro/SSA, La/SSB.
Sm, mod [JI RNPaulcancigens i o order lo delermine whe-ther
<his ie-chnol ogy c-iifl provicle 2 be-tier de-fmi ion of the spec
lic ilies mcc-cago i¿ccl by aiíloi o’ííaíune- sc-ra -

MATERIALS ANO METHODS

Patients and Cantrois

Palie-rus with SLE (íí~33) wemc- drawn fm-orn ihe Rheurna-
íology Service of [-lospiral Ramón y Cajal (Madrid. Spain)
and niel at le-así forír of <he- re-vised crileria of <he American
folle-ge of Rheumulology for <he clussificatioo of SLE (4).
Sc-ra wc-re- se-lecíed can [he basis of 11w pre-sence un oiIíe-rwise
of recogía ji ion paneros i ía Wc-sic-mm i ram unoblol and, as such,
did 001 coíasiiiuie- a mandoua’uize-d sanaple.

Se-ruoa sanaples wilh aníi-Ro/SSA. La/SSE, Sm. and U 1
RNP uuílibodies conl’ii’mc-cl by Coíí[ílerinínauíaoeíc-cirophome-sis
und Wc-sic-ría immunohloí wc-mc- obiaiiae-d freun 1-líaspitul Ramón
y Cajal. Normal control sc-ra (m=30> wc-me obluined from
he-althy young adulto.

Antigenic Extracts

Rabbit thymus extract (Pel-Freez, Arkansas)

Phis extrael was prep-aí’c-d essenti-alIy mis described by Kurata
and Tan (21). Eriefly, 2 g of rabbit thymus powder was mixed
ovenaight witía 20 ml of PBS, 1 mM PMSF mc 4%?. The- mix-
liare was ceratrifuged lcr 40 mira al l.800g and the supernalaní
was ¿iliquoced arad frozera al —200C.

Human spleen

Partially purified Ro/SSA afligen from human spleen was
pre-pared according lo [he meihod of Clark et al. (22) with
sorne modificulioras. Bniefly, ihe iíirnmed spíeen was homog-
eraized in íwo volumes of PES. 0.1 mM PMSE Aher e-en-
[rifugalion at 33,OOOg for 30 mm, <he supemnataní was kepí al
4%? overnighí and laler cetairifuged again ai l5,OOOg for lO
mira. This supemalaní was applie-d loa Macro-Prep 50 Q mm-

¡onie exehange column (Bio-Rad, Riclimorad, CA). Fon <he-
elution of Ro/SSA anligen. 0.1 phosphate- bcíffer. 0.5 M NaCí
was adde-d aud <he subsequení fraction was dialyze-d over-
caigh< agaizast [‘ES.

Detection of Autoant¡body Specificities by
Western Blotting

Rabbit thymus exlrací (0.4 íng) nr 0.25 nag of pamíiully
purified Ro/SSA wao applied ucross the fuil widlh of a 12%
(w/v) polyacrylamide—sodiuoi dode-cyl sulfate- (SUS) gel and
ele-címopliome-sis was performed according <o Laemnili (23).
Eíouiíag lo niiroce-Iltilose she-e-ts was carr¡ed oní for 1 [ir al
5.5 mA/cnJ in cambonale buffet as me-poned (24), buí 20%
ellianol was adde-d insie-ad of incíhamol (25). Noospecit’ic sites
wc-re- blocked ¡br 1 hr wilh 0.1 M Tris pI 1 72, 0.9% NaCí,
3% bovine sc-ruin albumin (ESA). 0.1 <>7< Twe-e-m-20 (‘VES-
BSA-T). arad che slrips wc-re incubaíed ovc-mnighl wiih cicher
normal conírol (1:50) car SLE se-mu,aí sumples (1:100) diluled
o <he- sanie sol ííiion. The- blois wc-me riosed Ihree limes wilh

TES-BSA-T and incubated ¡‘nr 1 hr w¡ih un ulkuline- placo-
plialase naoooclooal aníihunaaíí lgG (Fc) (Clone MK 1 AC.
The- Biíadiog Site. Bimna ingham. UK), diluied 1:8,000 inTES-
ESA-’)’. Aher three wuohe-s wiíh TES-BSA-T nod nne wilh
dislilled watem-, ant ge-o hound aniibody specificities wc-re
visualized wilh aiiroblue ic-lraznliuna (NBP) mod 5-bromo-
4—chloro— 3- [1(10y 1 plicasphale- (Ef IP) (E io— R ací, R ichníoncl,
CA).

ELISA

l)e-ce-cíion of umíibodie-s lo Ro/SSA. La/SSE, Sm. arud U 1
RNP fnllowc-d ihe- me-coiaaníended proc:e-dures se-l oui by <he-
naaiiufuclurem(RheurnlLLlSA Svsíe-ní, Ene-li riuagem 1 rige llie im.
WaIkeroviIle, MD). lo ah asoays, positive- controls exc-ceded
<he nainimrína mequirenie-nls br validalion (RNP > 1.5; Sin>
1.4; Ro/SSA > 1.1; La/SSE> 1.2> whule negative- controlo al
no lime exce-eded 0.2 unilo of Oplical De-noiiy (OD). The-
ELISA reader (SUP lnstrumen[s) used a progmarn thai deler-
mine-o Pie posiliviiy nr ne-galivity of se-raby <he ne-gative- con-
irol value mod pooilivily e-oc-cfI o:cornníende-d by [he-
maraufaclurer.

Statlstical Analysis

The resiulis of bo[h <e-e-iniques wc-re- anaiyze-d by <he- caí-
culation 01K síaíisíics, which de-lermine- strength of agree-
merar beiwe-ení different me-asurements. K values were lien
míe-rpm-e-lcd ira lime- wiíh líe recornrnendations of Landis
mmd Koch (26): x = 0—0.20, slighí coracordance-; 0.21—0.40,
fair; 0.41—0.60, moderace-; 0.6l—0.8O, subsíaniial; arad
0.8l—l.00, almosí perfect. Mc NEMAR’S síalisrie- was
use-dio de-íerrniíie Ihe pm-ese-ncc-em oíherwise- of resulí bias,
wirh values over 3.8 lake-ra as unaccepíable- bias ira bio-
logical de-tenninalioras.
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Results Ohtained by ELISA With Recornbinant
Autcant¡gens

lo <he- oc-ruin pníaci lauco corre-opotad ing <o >3 LE pal eolo. 61<4.
shcawed posilive ¡kam Ro/SSA, 27% for La/SSE. 45% for Síía.
aoci M<7<.~ ‘nr LII RNP. The high peiceol-age- of positive í’esulís Es
¿te ceu 3 lcd Ini’ 1w lía c- íícíi ramcínica 2e-cl mal u í’e <al’ 5 LE oc-ra sc les: —
hola. Qn che caiher Liad. iii ihe nornaal sed—a popu Ial tun 7<7<.’ showecl
íaosií ve ‘nr I<o/S SA, 3</Ibm- ¡4SSE, utod 3<7< br Lii RN1’

Results Obtained by Western Blotting

Knnwu’u s~’e-c- i lic-ity comimcís no <líe rubIal i chymus cxlnici
mc-ve-alcd <he- are-sc- mice cf La/SS E aní ige-ns. ¡3 ‘/8 u mcl 1) Sí ‘a
pcalypc-p<íclc-s, 70—lcd amI C pclype-puides rc--ac-iive Wi<li ;iuiti
¡II RN P sc-ra uncí ¡‘>1<, Pl, and [‘2 ríbosomal nhaiaspla(allr’<i—
re- os (27) xvh ic la a re 001 i íac-1 uded a <he pce-sc-ial un ~tlysi o as
mlíc-.y ccc-- u-e <mr pie-Sc-uit iuí <he- ELiSA. ‘¡‘líe 60— ¿iuu’l 52—lcd píe
lviías knowií as Ro/SSA cc-ere deiccíed o ilac htmna¿uos1alc.-c-uí
colmad - ihe Wt3 residís in ihe sc-rtuuaí poptílaliomí c-uíri’espoáwl—
une <la SLL pu<ictmuís ;ui’c ohocco o Fiecíresi 1 amI 2.,’\s ex—
pe-cicid, ita líe- ti<ariní;íl control se-la poptíla<ic~í iii> i’e;idli’. uy
was fouícl i, aíiy arcaleiia iii ilac- ralabii lhvurícus colmad <1
3<. lii ihe- huiría;íru oíalec-uí exíruicí, ibree iuoruaaal se-la receíinízed
soííae í~e~~’ec-íl~c

1c- ‘tíber íla;íía Ro/SSA <¡‘ng. 4>.

Strength of Agreemení Between Westemn Bici and
ELISA Results With Recombinant AutoantÉgens

luí lías’ i’~isu. cal’ I’~ía/SSíXaod LII l~lÑl> ¿ucííuauiaíiu:c-.íis. lis—
siu’eu~murh <u agi’cenicumr hcix;>c-enu <belo lec-haie

1uíes ~‘¿:ísuumeucí’’

c- raie ( K 0.474, 1’ < 0.00 1 aocI i< <LS6ta, 1> < (lOt) 1 , respec-—
iivelv. ‘thble- It. Re-onu disugre-cíne-ní e-ni-responded lo sc-ru
show i ng pos i [i ye i a <he 13 LISA a ssay and iae-naii ve- bv Mt’ 13
(‘lóhIe 2).

Lcr <be- leí/SSIS anlígeuí. ilac stuc-iagili nf agrec-une-íít ‘kas al—
uaaeísi perfect K (.>.8? 1, /> < 01)01 - ‘Jable 1). wiila eanly oíac-
>31.11 sc-u’íiiía aííd nne mm-nial sentina slwawíiag pcasici\’c- Lv ElISA
uncí iieg’ilik’e- Ny \V¡3 <1 ulalc 2>.

luí dat e use of líe Sto arílíge-rí, <he- streogílí tal ;ie-nec-me-ni o
te>íi la iltreasí pc <t.c t iR <.533, /‘ < 00(11 - ‘LiMe 1>, s’ith
‘e-OLiO cito iciccíair ni ceinre spíuiiding lea 4 SIAl oc-ni: hm-ce mcccii—
uve’ lay }-j ISA ‘oíd ¡xasiuíx e Lv XVI) ¿unu] time pOSiiik’c’ Lv EJiSA
uncí uieec’i<ix’c’ la;’ XX 8<1 <‘uIt. ‘u

OISCUSSION
‘\ia~ílysus iii Ihe mesp<llasc- cíircctcd agulirisí scll-;iualipc-imo iii

iaulieulls cc’ith ;tuít<aíuuan’ui.uuíe ouínifc-sí;uíicíís cali I’ííriíioh ose-luí
~íulíaríaiatc>n lar cliu’cuaeasis, icír litio i’c¿íouan. de-íes-unu it unir—
‘tíicicar aíaíil’u¡aíIic-. ti;’ iiiclii’s’c’i íuumiuiiíiolicmuarc-sc’crice III’)
0< siuuailar iiso~ivo Is dOc’ <al lime II ci lelia dccc 1315>1 Lo lías
,Ní’uue-micao RIícuíií;ííisna Asocie u íiíwa E NRA> huí lIte elijonosis
<al’ SOL, (—1>.

Doc cbzíí’¿icrci’¡oiis.’ of ¿i<lloinluulutiis selí íh 1am Le o ilieíi otuiclo

obre clifl’iccilr o ílae-ii’ xaIycl>íua lite <oíl ilac ic’seillíne rosoibílilo
‘uf recuagaii.iíua dillerení toIi’eulic cleiemiuííiajíuís III ‘1 SIlile-

tLiliouniuieeia. Ibis caía ge-cc- risc lía ulii’lc-u’cmíl inaniííuuuu mosuvo cíe-—
cci me subpo1’ueílalíoíís <ti’ <nial ;uiaíihody

u - rs olacanos u u 1 Qívc-í3
uíutieífi wtuíaoe rc-;uciuvilx’ Huy dille- hola cíiiíliiaii\ ile .uiicl (lililtí’

tii¿ilivels’. litio, cae-la ass;uv lías u set íd dci miii’’ eh u’ uctci’isiucs

as—ríiíií rite cieuíciieiii íÍ ceía¿uiua .s1ae-c-ilií. seilaí’u>uíuuií íríons <ud
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íh>>’ íur¡’scuiue iii oíl- uu¡i a ‘3 kd Ro>SSA píula’~ie-1íiídcs: ¡‘jites 2.5,

ical olbeis. lb can he- <ised leal u prcluiííiuaamy oíticív caf sena bcíi mo
¡ocapable c,f pr<ívidiríg cosenlial inl’eaoaau<i<ai’a í’c-gardiií’’ líe lato
leculmín nalnie nl’ <he au<c¿uiiligc-ns rc-cxatíniAÁl l)nohlc íííaíncín
uRlí Ufusinía atad cnuotemiuaan’uuuícae bM rn1alaoí usus Sal leí e-<aoct
o¡aecil’íc’iíy btu viIi, í’e-cícíc’e-el ‘eosidiv’ilv Wi<Ia NX’es<eiai hlntcii’u’.
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TABLE 2. Results ()bliííned 1w ELISA With Recombinant Autoarítigeras mmd Wester,í fbi in SLF. Patie-nts mmd
Normal Controis

1.485ta Ro/SSA Sin u u RNi

’

+¡~>-~ +1— —/4- -‘1.. ‘1-1+ -u-!— -/+ --1- +1+ +1- —1+ --1-. ‘!+ +1— —1->- —1—

8 1 0 24 ‘1 it 0 13 íd 1 3 15 ¿1 III 0 12

0 1 0 29 II 2 0 28 El II 0 3(1 II 1 di 29

~i1ilSArcseitd/V,”caiení bici resutí.

juod pcssiblc- uhau <lacsc ccofornaational de<e-mmiíaarats ame- main-
tained in [he ELISA. althotigh any sucb assemf ion lo challenged
by <líe fae-u <bat antigen coiafcrnaati no is ¿miso <íaod ified ita <bis
de-ch‘mía 1 ogy.

Ncverthele-ss. <he- ¿íppe-amaoce- cf iwo normal se-ra showiog
posilive lay ELISA -arad negative by WE le-uds ras <o bel e-ve-
<had lije- ía’uaio 1arcibiem amising fm-nra <he- use- of Ro/SSA oh-
tained by reconalainant ue-chnoiogy is <líe- udc of spe-cif’iciuy o
<be detecticata nf the-se- audoantibodies.

Fiar <he- Sumí antigeo. <he agmee-naerad betwe-en <he- tcvo te-ch-
niques wuo zulnuast pemfec< (K 0.833. E <0001. Table 1),
caujila íbice oc-ra cíam-respcnding <o SLE padie-odo sheawiog oc-fa-
live by Fi ISA aod posidive- 1w WB aod nne- ocher ohccviog
W13- negal ¡ve anal Ei..ISA-posiíive- (‘lable 2>, lo <bis case-, <lac
re-su it di sagree-mení e-nrm-es¡aonds naai ny un FEI 5 A—uíegad ve-
se-ma. Une pcssí hi 1 idv o íhaí 1 he- cbte-ntkao cii thio -ant ige-uí fmcaoa

íamacaricauc ocaurces rn¡ghl iravealve- <be- disappearance- <af liumear
epidopes, giveo <bat <be-se- se-ma dea recognise- Sm ¡o WF. (ira
<he íathe-m band. (‘30e- se-muía shcwc-d posidive by ELISA and
iaegadive hy WB. AI<boiigli re-adtívídy lo E, E aoci (1 Suía
poiype-ptides la-as be-en re-porte-cí as caccurriog o a onial 1 per-
ceo[age af sc-ra (29>, ¡1 we- usorame <liad <he- se-ruin io que-sl ion
d’e-c<agnized nne- (af <he-se- cí’uonospe-cit’icauly. <5 de-techou’u cenuid
be heycnd the- scnpe ofWE. in wbich <he-se- pniypepíides ame-
oo< me-presented. in <he- <anmoamil popuíation, 100% of se-ma wc-re-
ne-gulive- by bcíh [e-cliniques, derncansrm-a<íog specificity which
wctíld bcgically be- expe-cíed in <he re-cognicino of adl SEE-
spe-cific autoantigen. Howe-ver, as <he presence cf anti-Sm
antibodíes isa diagnostie- ente-non lcr SEE, <he- e-xisdeuíce- nf
se-ma show¡ng negative hy ELISA and positive- hy WB shnws
ihad <he-re is a cerdain propordion of se-ra whose- posi[ividy ¡o
nn[ iden[ified by Ihe- use of <he- Sm recombinant autoantigen.

lo <he case of <he- U 1 RNP ancigen, migre-e-merad be<we-cn
resulis is ríaodemate (K ~O.566,P<O.00l.Table- l).AII me-suid
disagreeme-n< comrespondc-d tose-ma showing positive- by ELISA
mmd negalive by WE (Table- 2). As lar as <he SLE se-ma are-
coracemned, one possible explanacion is [he-nonre-presendauicra
of che-A polypeptide- níche U 1 RNP particle arad <he resulting
failume- cf WE <o de-de-cu A polype-ptide--monospe-cific se-ra.
Hnwever, iii odudies carried out in large- populacioras iaf SLE
patients, no se-ra of ibis Lype have- be-e-ra identified (30).

It se-e-ms more bogical lo a<cm-ibu<e chis lack of corre-lation
ei<he-r <o che appearance of additionaí ¿intigenie de-termi,aaía<s
in Ihe rc-cornbinant autoandigen nr <he- faed that <he- lalter ce-as

iosufficic-otly pum-e. 1 lcawever. Ibe- ncmnníal pcapula<icn sbowe-d
acceptable- resulto miad clac-se- prcble-nas ai’e zíppame-ncly mcstmicte-d
<o <he- Sl~E se-ra.

It cao lIme-re-fiare be asoerde-el ihad tlae- diagooot¡c use-loire-ss
cf <he- La/SS E auxl Sm sys<e-nao Is sauisfactom-y, wbile <he case
cal’ <he Rc/SSA auad U 1 R NP autcaantige-os me-quimes laicre- mn-
de-pth study no bcth <he- epidopes mecognized by se-ra and <he
poso Líe- iaaod i ficat i caris <liad <líe-se n’u ight tindergo us a re-su It <af
ll’ue Ir chíe-ni lora t nuarfl pm-oc arico’.. souutes.
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In thim study,weanaiyzedthepresenceofantlhodiea
agalnst the basement membrane antigen laminin
(LMN) in patienta wlth systendclupus erythematosus
<SLE), filariasia, amud norma] contraía. By ELISA, 1843%
of SLE (12/87), 66.7% of parasitized pattenta (20/30),
and twa of the normal contraía had theaeantibodies.
1gW anti-LMN responsewas elevated lii a]] groups,
whereas1g62 aud IgOS were also elevatedIn parasit-
ized patienta. The analyais of the IgG antl-laminin
binding capaeity fu SLE <md parsaitized patienta
showedsimilar averageantibody affinity. Theseantí-
bodiesdid not react with fibranectin by a competítion
ELISA. By Western blot, the anti-Iamlnin antibodies
conid be demonstrated ‘u parasitized patlent serabut
nat ID SLE sera.Moreover, the abiity of theaeantibod-
íes to biud to heat-treated LMN (10000 for 4 ruIn) was
different. Tbe atudy of the binding eapaclty with na-
tivo or denatured LMN by Weatern hlot and dot-blot
assaysahowedthat the antl-LMN antibodiesfrom par-
asitized patienta were able to react with both native
and denatured forma of LMN, whereaa iii SLE patienta
theseantíbadieswere demonstratedonly with nativo
LMIN. Qn the other haud, the reactivity detectedtu the
normal control sera seemsto be different from the
anti-LMN antibodies from SLE aud parasitized pu-
tients, aud probab]y reflecta the edatenceof natural
antibodies in theaeser-a. The preseuceof antl-LMN an-
tibadies correlates significantly with te abllity of lii-
hibitian of U937ecu adhesionto LMN-coated surfacea
(P 0.0025).The difference of anti-Iaminin reactivity
suggestathat antibodies praduced following Imunnuní-
zation with autoantigeusor similar moleculeapresent
in parasites have different apeelficities from those
spontaueouslyproduced by individuáIs with autoim-
munediseases, O i~95 Academie Presa, inc.

This paparwassupported by the Fondo de Investigaciones San-
icarias FISS91/0112.

Abbreviationa usad: LMI4, larninin; SLE, systemic lupus erythe-
mnatesus; EJ-lS LMN; Engelbreth-Holin-Swarns; ECM, extracellular
matriz.

INTRODUCTION
Laminin (LMN)2 ja tbe majar glycoprotein in ah

basementmembranea,the thin extracellular matrices
(ECM) that underlie epitheliaL celia and endothelial
cela and aurround nerve, muscle,and fat celia. LMN
consistsof two dlfferent 13 chaina (131 and 132) of about
the samesize (230 acad 220kDa) and a larger A chain
(400 kfla), which are asaembledinto a croas-ahaped
atructure atabilized by disulfide bonda (1, 2). This gly-
coprotein was firat isolated from the Engelbreth—
Hahn—Swarrn tumor (EHS) becauseit can be readily
extracted and purified iii intact form under nonreduc-
ing and nondenaturing conditiona. Isolation of LMN
fr-orn normal tiasueshas been achieved in many cases
only with denaturing and reducing agenta and, canse-
quently, rnost of the biochendeal and imrnunolagica]
work has been performed with EHS LMN. This LMN
exhibita an overail identity of 74% in (~2 te 05 regona
with human LMN and 90% in other parta of the mol-
ecule(1).

Numneraus atudies indicate that LMN has diversa bi-
ological activities which include atimulating adhesion,
migration, growth, and differenfiation of varjaus cehis
(3—6). It binds celia through cefl sur-face receptors (in-
tegrina and nonintegrin proteina) (7—10) and interacta
with other- componenta of basementmembranas in-
cluding cohlagenIV, heparansulfate pr-oteoglycan, and
nidogen/entactin.

The presenceof antibodies directed te ECM campo-
nenta (collagena, fibronectin, proteoglycana, and base-
ment membrana componenta) has been described tu
sorne autoimmune diacaseaauch asrhenmateid art,hn-
tis (11). Serum antibodies against ENE LMN haya
been detectad in patienta with progreasive syatemíc
acler-osia,Raynaud’s phenomena.,and MRL-lpr-mice, a
atrain that davelopaa apontaneonaarthx-itis diaplaying
articular and axtraarticular features similar te tboseof
rheumatoid arthr-itis in humana (11—13). Howavar-
theseautoantibodias havenot beenpreviously detectad
in human systemic lupus erythematoaus (SLE) and
vascuhitis (14). In addition, antibodies to mouse LMN
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havebeendetectedin patientswith Americancutane-
ous leishmaniasisand Chagas’ disease(15). Pr-evious
studieshaveindicatedthat theseantibodiesrecognize
on tSe basementmembrane antigen a terminal galac-
tosil («1-3)-galactosegroup(15—17).

In this studywe analyzedtSe immuneresponsedi-
rected againstthis glycopr-otein in two differ-ent but
relatedsituationa:autoimmunediseases(SLiE) charac-
terized by the recognitionof self-molecules(18) aud
parasiticdiseases(filariasis) wher-e tSe possibility of
cross-reactivitywith autoantigenais supportedby the
presenceof moleculessimilar- to self-components(19).

MATERIA,LS ANI3 METHODS

Patientsand Controis

Ser-a of patienta with ifiariasis (n = 30> were ob-
tainedfr-orn individualsinfectedby O. volvulus(n 6),
M. perstans(n = 15), Loa loa (n = 3), 0. volvulusand
M. perstans(n = 4), M. perstansami Loa loa (n = 1)
and O. volvulus,M. perstansand M. atreptacerca(n =

1) and wer-e kindly given by Dr. Puente(Servicio de
EnfermedadesInfecciosas,CentroNacionalde Inves-
tigatión Clínica, 1. Carlos III, Madrid). Ser-aof patienta
with SLE (n = 87)wer-ekindly givenby Dr-. Zea (Rheu-
matology Service,Hospital Ramón y Caja], Madrid).
Thirty control ser-umsamplesof normal Spanish pop-
ulation wereobtained fr-am healthyvolunteers.

ELISA

TSepurity of EHS mausesarcomaLMN preparation
(Boehringer- Mannheim, GmbH, West Germany) was
checkedby Coomasieblue staining of a SOS—
polyacr-ylamide gel (not shown). LMN showedbanda
cor-respondingte published molecular weight (20). For-
ELISA assay,LMN (5 gg/ml) was coated for 2 br at
3700 in 96-well ELISA plates (Polysorp, Nune). ASter-
washing, tSe nonsaturated binding siteswer-e blocked
for- 1 hr at r-oom temperature with 3% BSA—10 mM
Tris—0.9% NaCí (TBS—3% BSA) followed by sequential
washes. Ser-a diluted 1/50 tu TBS—1% BSA—0.05%
Tween 20 were applied te wells in duplicate and md-
bated overnight at 400.ASter washing,the plates wer-e
incubated with arz alkaline phosphatasegoat anti-
human IgO antibody (04000,Tago Burlingame, CA),
or- monoclonal anti-hunxan IgGl (1/250,done 8c/6—39),
IgG2 (1/500, done HP6014), IgGS (1/2000, done
HPGOSO), aud IgG4 (1/250, done HP6023) <The Biud-
ing Site, Birmingham, OK) in ser-tun buifer for- 1 br at
3T0. me platas wer-e washedagain amud developedby
adding p-nitr-ophenyl phospbate in diethanolarnine
buifer- (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO).

Quantitative detennination of total ¡gO levela in
anti-LMN positive ser-a was made by rate neplielome-
tr-y (BeckmanInstruments, Ga.lway, Ireland). Leveisof
anti-LMN IgO or- immunoglobulin subclasseswer-e

com,par-edu-sing Student’s two-tailed t or Mann—
WitA9raéy ti testt~. bpeannanr-ank conet’Atibñ ~oe1Ecient
was used for compar-isonbetweendifferent binding
curves.

Protein G—SepharoseFractionation

TSe following ¡gO fractiona wer-e obtained: individ-
ual ELISA-positive ser-a (SLE, par-asitizedpatient, aud
normal control sera), and poeledser-a from anti-LMN-
positive SLE, anti-LMN-positive par-asitized patients,
and anti-LMN-negative normal contr-ols. TSe samples
were diluted in binding bu.ffer- and passedthr-ough a
column of protein G—Sepharoseequilibrated tu tSe
same buifer- (Pierce, Reckford, XL). TSe eluted IgG,
neutr-alized with 0.15 M pbosphate buifer, was de-
salted and buifer- exchangedlay passingthr-ough an ex-
cellulose GF-5 desalting column equilibrated in PBS
(Pier-ce). The protein concentration of the ¡gO fraction
was deter-minedlay bicinchonicacid(BOA) proteinas-
say(Pierce).

CompetitionAssay

Purifled IgO fractiona fr-orn pooledser-a from SLE or-
parasitized patienta adjusted te tSe same anti-LMN
activity (01)405nm) werepr-eincubated overnight at 400
with variable concentrationa of native LMN, Seat-
treated LMN (100’C for- 4 mm), and filar-onectin (Sigma
Chemical Co.). TSe mixture wasreacted against LMN
on ELISA as described aboye. TSe resulta wer-e given
as per-centageof inhibitionCLí). In competition assay
with fibronectin, tSe mixture wascenti-ifuged at SOOOg
for 10 mm aud then added te LMN-coated wells.

¡mmunoblotAnalysis

For- Westernblot assay,100 ¡xg ofLMN wasapplied
acreastSe fuJi width of a 6% SDS—palyacrylamidegel
aud electropliar-esiswas per-for-med accor-ding te Laem-
mli (21). Blotting was¡nade te nitrocellulose sheetsfor-
45 mm at 5.5 mA/cm2 in Towbin buifer (22). Nonspe-
ciflc siteswer-e blacked for- 1 Sr with 0.1 M Tris, 0.9%
NaCí, 3% BSA (TBS—S% BSA), and tSe strips were
incubated over-night with an affuity-purifled rabbit
anti-EHS LMN antibady diluted 1/16,000(Sigma),
poeled anti-LMIN-positive or- -negative ser-a, or- ser-um
saniplesdiluted liSO iii TBS--1% BSA. TSe blota were
rinsed three times amud incubated for 1 Sr with either-
azi alkaline phosphatasemonoclonal anti-human IgG
(Fc) (Clone MKIAG, TSe Binding Site) diluted 1:8000
or a goat anti-rabbit Ig diluted 020,000<Tago). ASter
three washes,antigen-bound antibody apecificities
were visualized with nitroblue tetrazolium aud 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (Bio-Rad, Rich-
mand, CA).

Por tSedot-blat assay,4 pi of LMN at different con-
centrationa (200, 100, 50, amud 25 ~g/ml), amud under
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FIG. 1. Antibodios againstEHS LUN. Data indicate meanof 0!) values obtainedin parasitized patienta (n = 19), SEE (ir 12), norma<

controlELISA-positive sera (ir — 2), and norma] control ELISA-negative ser-a (ir = 8).

varying conditions of naturation (native, 1000 for 4
mm, 1%51)5/10%~-mer-captoethanolor- 1%SUS), was
applied to nitr-ocellulose membranes and allowed to
dr-y. After blocking with TBS—3% ESA, the pr-otocol
was tSe sameas aboye.

For- tSe LMN renaturation tSegelwas incubated for
1 Sr- with 50 mM Tris—20% glycerol, pH 7.4,before tSe
transference to nitrocellulose membrane (23), or- tSe

nitrocellulose was incubated for- 30 mm with 3% Noni-

det P40 iii PES before blocking step(24).

Indirect Immunofluorescenoe
Cryostat sectiona of r-at liver-, kidney, and stomach

were usedassubstr-ate (BioSystem,Bar-celona, Spain).
Br-iefly, rabbit anti-LMN antibody (050), ser-a (1/40),
purifled ¡go from SLE or- parasitizedpatientser-a(40

TABLE 1
SulaclaseesDistribution of IgG Anti-Laminin-Poeitive Ser-a

SLE
(n 10)

Paruitized
patients(n 17)

Norma]
controla(n— 21’

Normal
controis(n — 28t

0.016±0.002<0.034—O)1501 0.200±0.022(O.304—O.098) 0.283±0.040<O.53&-0.086) 0.258±0.086<0.344—O.171)~
1g02 0.004±0.001(0.013—O) 0.206±0.070(O.896—0)~ 0.021±0.020<0.041—O) 0.081 0.005(0.074--O)
1503 0.023±0.008<0.08—0> 0.133±0.040(0.438.-0?~ 0.010±0.010(0.02—O) 0.041±0.004<0.069--O)
1504 0.073±0.007 (0.108—0.043) 0.090 ±0.020<0.318—O) 0.067s 0.066(0.133—O) 0.016 t 0.002(0.047—O)

Note. Data indicate mean,x SEM.
Norrnslcontrol. !gO anti-laminin positive.
Normal control,IgO anti-lamninin negative.

* P <0.001,~P <0.05, P <0.01 us 28 normal controla.

U Parasfrizedpalie-rita
• SLEpatle-nts
O Normal cuaaolELISA+ san
O Normal control ELISA- seca

loo



GARCÍA LERMA ET AL.

A

00(405Dm>

1.

1.

FIG 2. <A) Binding cunesof tSeIgG fractiorafrcrn poeled Lera from SLE <opensymbols)aix] parasitized patienta (dosed syanbols).The
two binding curvesare similar (p = 1, P<0.001>.(B) Compotition assaywith LMN atad fibronectin. Purified IgO fractioras of podedserafrom
SLE or parasitized patienta adjustod to tho Lame anti-LMN activity (0D~<,~.,~»: 0.225and 0.1 mg/mI, respectively>were preincubated with
variable concentrationa ofLMIN (open eymbols)or fibronectin (clo8edsymbols).The mixture was reactedagainstLMN on EUSA as described
under Material atad Methods.TSeresaltaare given as percentageof inhibition ((noninhibited 0!) — irahibitedOD>/no.ninlhibited00) x 100.

gg), purifled IgG from a normal control anti-LMN-
positive ser-a (80 gg), and purified IgG from pooled
ELISA-negative ser-a (80gg)were incubated for- 30 mm
at r-oom temperatu.r-e with the sectiona.Beumud antibod-
jes were detectedwith either- fluorescein-conjugated
r-abbitanti-Su,man¡gO (Dúo, Glostrup, Denmark)or-
swine anti-rabbit immunoglobulins (Dúo). ASter- each
incubation, the slidos were wasbed tbree times for 5
mm with PBS. Mter- tSe final wash, sUdes wer-e
mounted with a solution of 70% glycer-ol in PBS and
read in a Leitz Diaplan fluorescencermcroscope.

CedíAdhesionInhibitionAssay

U937 myelomonocitic ceil lino was obtained fr-orn
American Typo Culture Collection (Rockville, MD) and
grown asdescribed<25). Cella wer-epreincubated for 20
mm at ro with 50 b~g~~1of human y-globulin and for
30 mm at aro wit.h 60 ng/ml of phorbol myristate ac-
etate (Sigma)before adhesionassay.

TSeadhesionassaywas perfor-med aspreviously de-
acribed witb sorne modifications <25, 26). Briefly, 96-
welI flat-bottomed plates were coatedfor 2 br at 37t
with 50 4 of EHS LMN (10 ¡.xg/mi). Thereafter, the
plate was washod amud ilion saturated with PBS-1%
BSA for 1 Sr at 37t. ASter washing, 100 or- 50 4 of
anti-LMN positivo or negativo sera, rabbit anti-LMN
antibody or PBS-1% BSA wore added aud incubated
overnight at 400. TSe plato was washed twice with

RPMI and 10~ celia were added in serum-free medium
and incubated for 30 mm at 8VO. To quantify ceil at-
tachment tSe plato was washedtwice with RPMI, and
celia were fixed witb a mixture of acetone:metSanol1:1
and dyed witS violet crystal 0.5%. Tben, absorbanceat
640 ¡mx was measured in an ELISA detector- (Pasteur-
Labor-atañes,Paris, France). Basal adSer-enceto BSA
was sulatracted fr-orn attachment values obtained, and
tSefinal r-esults were expressedas per-centageof inhi-
bition: (1 — (attachnxent with ser-a or- polyclonal anti-
LMN antibody/attachnzent in anti-LMN-free wells)) x
100. The assayswer-e per-for-med in triplicate.

RESULTS

¡gO anti-LMNAntibodiesResponsein BLE,
ParasitizedPatients,andNormal Control Sera

A total of 87 SLE, 30 normal controis, and 30 para-
sitized patients samples of set-tun ivere analyzed by
ELISA. In each assay,negative and known positive
sampleswereassayedto serveascontrola. TSeinteras-
aay coefficientof variation for a positivo value was 16%.
TSe mean of 01) values were 0.263 ± 0.03 in SLE,
0.734±0.07 in parasitized pationta, amud 0.120±0.04
in normal control set-a. ‘¡‘bis anti-LM.N antibody re-
sponsewaselevatedin 312and parasitizedpatienta va
normal control population (P <0.01 and P < 0.0001
respectively).

1..

e

1.OE-4 lOE-a 1.OE-2 .1 IgO (mg/mI)
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Analysisoftire IgO AnUbodyBinding Capaoity¡u
SLEuncí ParasitizedPatients

Chrornatographyon a proteinG—sepharosewasused
to separate¡gO in pooledserafrona SLE or parasitized
patients.Fractionswereadiustedto tSe sameprotein
concentration and señal dilutions were titrated lay
ELISA. As shownin Fig. 2A, tSeabsortanceof tSe lgG
fractionfrom parasitizedpatientswas higher thanthat
given by SLE patients.TSe two binding cuneswer-e
similar (p = 1, P < 0.001), suggestingthat the higSer
absorbanceobservedwas due to a higlier amountof
¡gO anti-LMN antibodiesin parasitizedpatietitsbut
not to adifferentbindingcapacityor antibodyafflnity.

TSeability of theseantibodiesto bitad to LMN itself
and fubronectin was then determinedlay competitivo
assays.For this assay,a mixture of purifled IgO frac-
tions adjustedto tSesanie anti-LMN activity ande-orn-
petitor in varying concentration was preincubated
overnightat ‘1~C andtheta addedto LMN-coatedwells,
As illustrated ita flg. 213, only LMN inhibited thebind-
ingof SLE atadparasitizedpatientsanti-LMN antibod-
ies. TSe concentrationof LMN requiredfor 50% jalÉ-
bitiota was 8 and 10 gg/ml, respectively,supporting
sarnilar averageantibody affinity ira both g’roups of
anti-LMN antibodies (27). This anti-LMN activitv
could not be inhibited with fibronectin (Fig. ‘213).

By Western blot assay,tSe anti-LMN antibodies
could be demorastratedin parasitized patients anó
ELISA-positiye normal controis,but not ira SLE sera
(Fig. 3). Ira this experiment,sorne low-molecular-
weiglat.bands which did not correspoadto LMN heavy

A 13
HG. 2—Cozatbaued 1.. MN —

A—

Using two standarddeviationsaboyetSemeanof 30
normalcontrolsastSecutoffforalanormallevelsof IgO
anti-LMN antibodies,13.8% of SLE (12/87), 667% of
parasitizedpatients(20/30>, andtwo oftSenormalcon-
trols ¡md theseantibodies,¡a theseassays,tSecutoff
was an opticaldensityof 0.539. TSe titer-s of tbesean-
tibodies were highestin patients with filariasis,
whereasit SLE andtSetwo normalcontrolserawere
similar (Fig. 1). TSeaverage¡gO concentrationin anflí-
LMN-positive serawas 2480 ±898 mg/dl (parasitized
patients),1400 ±401 mg/dl (SUS),and948 iv 152 mg/
di (normal control ELISA positivesera).Thus,tSe¡gO
levels in SSEandnormalcontrol positive seradid not
dilfer signiflcantly (P > 0.1, ns).

¡go subclassesdistribution of thesearatibodies
showedthat tSe responsewas maialy ¡gOl, although
1g02 and IgG3 were also elevatedin parasitized pa-
tierats (Table 1).

130
U 2

t234567 1234567
HG. 3. Westera blot with EJ-lS LMN. Sornesera recognize che-

typical bandaproduced by EHS LMN utader denatuentionarad reduc-
tion conditicmns, includirag heavy A chain (400 «Da) and Iight 131 unid
<32 chaitus (230 arid 220 kDa> (20). TIse hig)a-naolecular-weight band
di-e probablynonieduced LMN detectad as a conísequence of che te-
duction rreatrnent (5 mire st 37’C). (A) Parataitized pístients (Iones
Y-SI atad norneal control ELISA positive seta (<aires 6 ared 7). (13)
Sorne SLE seno positivo by ELISA did raot recogoizo LMN laeavy or
ight clan tos.
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or light chain were detected,and it could be demon-
strated by Coomassieblue staining of a SDS—
polyacrylamidegel that they appearedafter heating
tSeLMN prepar-ation(not shown).

Ability ofAnti-LMNAntibcadiesto Bincí to LMN
underDifferent Conditionso¡Naturation

With theaim of analyzingif tSedifferencesobserved
lay Westernblot wer-e due te a differ-ent ability of tSe
antibodiesto react with natured/denaturedLMN, we
evaluatedtSe r-eactivitywitS LMN underyarying con-
ditions of naturation.The capacityof anti-LMN anti-
bodiesto biad to denaturedLMN wasflr-st deter-mined
by competitionassay.As shown in Eig. 4, tSe concen-
tration ofheat-treatedLMN (1000Cfor- 4 mm> required
for 50%of inhibition in the ¡gO fraction fr-om par-asit-

90

1.OE-3

1

O NatIvo laminio
• He L-4jrattd laminin

•~ Wnio(níg/ml)

ized patients was similar- te that olatained with natiye
LMN (15 and 10 j~g/ml, respectively).Althoughin SLE
tSetwo bindingcunesweresimilar (p 1, 1’ < 0.05>,
the concentration of heat-treated LMN required for
50% inhibition was four times smaller- than natiye
LMN (2 and 8 ~¿g/ml,respectiyely).

TSereactivity witS LMN underdifferentconditions
of natur-ation (native, hea.t-tr-eated, aud denatur-ed
with SDS/b-mercaptoethanolor- only with 51)5) was
then analyzedlay a dot-blot asaay.As shownin Fig. SA,
pooled sera fr-om par-asitized patienta reactedwith
LMN underalí conditiona(panelA, notetSattSe dota
in lanes3 and5 arewider- andit is probablydueto tSe
effect of SDS). In tSe opposite,pooled ser-a fr-orn SLE
patients only reactedwith native and heat-tr-eated
LMN (panel E, lanes 1 and 2). TSe anti-LMN antibod-
ies detectedlay ELISA in tSe nor-mal‘control ser-a re-
acted with native and weakly witS denatured LMN
(panel C, lanes 1 and 3). Peoledser-a fr-orn anti-LMN-
negativenormalcontroladid not reactwith nati-veor
denatured LMN (panel1)>.

Thesediffer-encesof r-eactivitycould also be domen-
str-ated lay Wester-nblot with denatured or- renatured
LMN. As shown in Fig. SE, pooled ser-a from parasit-
ized patients reactedwith both denaturedand r-ena-
tured LMN (paneisA, E, and O, lane2 in eachpanel),
wher-easpooledserafr-orn SLE patientsonly reacted
when LMN was r-enatured with either 3% NP-40 or
Tris—20% glycer-ol (paneisE and O, lane’ 3 in each
panel). Qn tSe other Sand, tSe anti-LMN antibodies
detectedin a normalcontrol serurnwer-e only demon-
str-ated when tSe renaturation was carried out with
NP-40 (panel E, lane 4). Ira tUs exper-irnent, LMN light
chain waa not detectedlay tSe ser-a and it could be r-e-
lated te tSe r-educing tr-eatnxent of LMN before it was
applied on tSeSDS—polyacrylanddegel (5 mm at37’C).

Abitity ofAnti-LMNAntibodiesto mliibit tite Binding
of U937 Celís te LMN

Varioua types of celia have been ahown to inter-act
with LMIN. TSe r-eceptor-afor tUs glycoprotein ar-emu]-
tiple and include at leastaix different integr-ina(al~1,
«2/31, «3/31,«6/31,«43, asid «6/34) asid ahigh-affinity
67-kfla receptor (7, 28, 29). With tSeaim of analyzing
a poasible physiologic implication, the ability of antí-
LM’N antibodieste inhibit tSebinding of U937 celís te
LMN-coated surfaces waa determined. mesecelís ex-
pr-eas«6/31 (VLA-6) integrin but not «1/31 (VLA-1) or-
«2/31(VLA-2) by flow cytometry analysis (not shown).
TSe binding wasnot inhibited lay «6 mAla GoH3 ashad
been pr-eviously descrilaed (30), suggestingtSe pr-es-
enceof other LMN receptorsimplicated in this inter-
action (not ahown).

As illustr-ated ira flg. SA, sorne parasitized patient
ser-a wer-e able te inhibit the adhesionof U937 celia te
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60
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j40

30

20

lo

i,OE-2

Pajasltized
patienís

O Nativo IamhíI~
• Hcat-naled lzrnliíiia

1.06-3 IOE-2

FIG. 4. Cozupetition assay with native or heat-treated LUN
(lOOt for 4 mm). Puriñed 150fractiona of podedfiera freír SLE or
parasitized patienta a~ustedte dic sameanti-LMN activity LS Ita

Fig. 2B were preincubatedwith variable concentrationaof native
(open synibols) or heat-treated LMN (closed syznbols>. The mixture
was added te LMN-coated wells, ajad the resulta are giveti 88 per-
centageof inhibition.



AI-TI-LAMIN¡N ANTIBODIES IN SLE ANT) FIL’%JtIASIS 7

2 3 4 5 1 2 3 4 ~ 8 A

A

8
1B2 -

8

1 2345 12345

FUL 5. Ability of anti-LMN antibodies Lo bired te native/denatured LMN. <A> flot-blot assay witb ‘200, 100, 00, arad 25 gg of LMN under
vaiyingconditiona of naturatiota: ntutive (lane 1), heat-treated (100’G for Amin, ana 2), denatuted with 1%SDS/10%j3-rrrer’cuuptoethanol (Irene
3), ESA(Jane4), arad denatured with 1¶SDS (jane 5). Panel A., poded sara frona parnaitized patienta; panel Ii, poded acM Ñ’orrt SLE patients;
panel O, poaled normal control ELISA-positive sera; panel D, pooled FLISA-negative seta. (B) Western blou assav w’iI.la denatured atad
renatured LMN, Panel A denatured LMN; panel 8, LMN renaturation with 3% NP-40; panel O, LMN i’erratut-ation witlu ‘Pris-20% glycerol,
Laíae 1, polycimnal eíati-LM’N antibody; Irene 2, poded sara frona parasitired pu tienta: ¡ano a, poo 1 cd o e ni fr-oía 5 LIB ¡o> tY ti Lo: lene 4 nominal
control FLJSA’pesiuive set-o; Jane 5, pooled }=LISA-negativesería.

LMN. This italiibitiori wassignificantly reasociatedwith
the preseraceof anti-LMN antibodieswhen tSe assay
was carriedout with 100 4 of ser-a (P < 0.0025, Fig.
613). There was rio correlation between leveis of lgG
arad percentage of irahibition (r’2 = 002).

ReactiuityugainseExfracellular Gomponentsby
Indirect Irnn’runo/?uorescence

Ira order to arxalyzethe reactivity againstECM com-
ponerats,al) of tite ELISA-positive enría ~ wellaspu-
rified Ige fractiona from individual serawereassayed
ora cryostat sectioras of rat liver, kidney, aradstomach.
Seraof parasiti-zedpatientsshowedsimilar reactivity
againststornachsmoothmusclecomparedto tite poly-
clonal anti-LMN antibody (Fig. 7). Titis patterrawas
only demorastratedin serawith high titers by ELISA,
arad was also wc-akly detectedwith purified ¡gO from
normal control ser-am positivo by ELISA. In contrast,
we could íaot ideratify tite samepatternja SLE patierats.
Purified ¡gEl fi-orn poded arati-laminin-ruegativesera
did not show this 5CM pattern(Fig, 7).

tJISCUSSION

- Ira this work wc haveanalyzedtite presenceof anti-
bodies againsttite rnultidomain glycoproteinLMN iii
two groupsofsera.Oraeanalysisincludedpatieatswith
SLE, ami autoinamunediseasecharacterizedby tite
presenceof autoantibodies directedtow’ard a wide va-
nety of autoaratigeas(18), arad the otiter are patients
sufferingpacasitiediseases(falariasis)wheretite pos-
sibility of eross-ít=aetivitvwitb nuclearand ECM au-
toanúgena is’ suppor-t.edby tite preseaceof molecules

similar to self-co¡nponoratstíO, 31, 32). Tite results
sitowedthat IgO arati-LMN auatibodieswox-eelevated in
both SLE atadparasiti-zecIpatierats (1-> < 0.01 arad P <

0.0001, respectively). Using a two standard deviatioras
aboye tite meanof 30 normal coratrolsras e-at&Tfor ab-
normal levels of anti-LMN response,138% of SLE,
66.7% of tite parasitizedpatients,arad two of tite nor-
mal control serahad thost’antibodaes

Tite analysisof the birading capacrty w<th purified
¡gO of pooled seca froan SLE or p~mrasrtizedpatients
showc’d a similar average aratibody íffínmty (P < 0.001)
with tite sarao LMN ei’aracontcation u grarred for 50%
inhibition (Fig. 2) atad suggí=s-tedtit it fiat arati-LMN
raratibodiesdeteetodin tite two groups woco similar,
ilowever, SitE secadid raot rotograizetUs antigen by
Westernblot, witet-eas jíacasítízed patietats recognized
both LMN iteavy amad ltght. eh-atas(Fig. 3). We thera
analyzed tite ability of thunt aratabodiestú birad to de-
naturedfornasof LMN IV ‘a competitiveassay, tite
conceratration of iteat-tae-Ucdor nativo LMN reqaired
fin 50% initibitiora was sanatijí ara parasitized patieats
(15 amad 10 4g/ml, respectively, PÁg. 4). However, in
SitE heat-treatedLMN appearstobea betterinhibitor
titan nativo LMN amad titis cesult seomste be ja dis-
agrecmentwith tite taeleof reactivity with denatured
IdMN by WB. Wc were <ííaable te explain titis discrep-
arte-y which probablyLs related to eit’Iaer tite denatur-
atiera treatmeatof LMN (heat-treatodor SDS/f3-
raaercaptoetharaol), oc tite diflereraces betweena West-
orn blot arada liquid-pYuaseinhibition assay,but titese
rtusults suggestc-d diftcrentstructuralreqairementsfor
tite recograitionof LMN. Tíais point was corafirmod lay
ti otíalot aradWestecnhlot mí ssays. In dot-blot, tite ree-

200-

lOO- 4

50-

25-
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E treatment(5 mm at 370C) beforeLMN wasapplied to
tSe SDS—PAGE, which did not allow tSe detection of
LMN light cSainslay tite normal ser-a (Eig. SE). TSis
was supportedlay pooled par-asitizedpatients ser-a
whicS wer-e also unableto detectLMN light chains,
andtheyonly r-eactedwitS LMN heavychain(Eig. SE).
Tite differ-encesof tSeanti-LMN antibodiesdetectedin

• SLE andnormalcontr-olswasdemonstratedlay tSefact
that tSenormalserumonly recognizedLMN with tite
r-enatur-ation tr-eatraent with 3% NP-40, wSereas
pooledSLE seraalsor-eactedwitS LM.N when tSerena-
turation wascarried out with 50 mM Tris—20% glycer-ol
(Fig. SE). In tite dot-blot assay,tite reactivity of poded
nor-malcontr-olser-awasonly demonstratedwith native
LMN and weak]y with denatured LMN (Eig. SA, panel
O). Titus, tite r-eactivity obser-vedin tSesenormalser-a
seemste be differ-ent than tSe anti-LMN antilaodies

Úa~ tno.~ so í~ so detected in SLE and par-asitized patients. Pr-evious
studies Save demonstr-atedthat normal subjects pos-
sesslow titer-a of natur-al antibodies against the Gal

madbody peiaau caauouu a 1-3-Gal epitopepr-esentsin EHS LMN (15). Moreoyer-,
FIG. 6—Continued tite presenceof natur-al autoantibodiesto purifled EHS

LMN in normal human sera has been described (35).
Titese antibodieshavebeen r-elatedto bacterial strains

elevatedja parasitizedpatienta (Table 1). TSedifferent of tSe intestinal flor-a expr-essingtheseepitepessue-h as
isotype profile of autoantibodies directed towar-d tite Esoherichiae-oh and Klebsiella pneumoniae(36).
sameautoantigenhasbeenpr-eviously descr-ibedin tite Indir-ect irnmunofluor-escence assay with purified
responsedirected to rilaesomal P proteina olasex-vedin ¡gG fr-om anti-LMN-positive par-asitized patient ser-a
patienta wttS SLE and Chagas’ disease(33). We also r-evealedfiuorescent staining sur-rounding stomach
evaluated lay sodium periodate oxidation if a possible smooth muse-le that resembledtitose olatained with a
IgG2-mediated antipolysacchar-ide r-esponsewas re- polyclonal anti-LMN antibody (Fig. 7). Titis pattern of
sponsible for- tite differ-encesolaser-ved lay Western blot anti-LMN antibodies was similar- to titose previously
(data not shown). TSe r-eactivity to per-iodate-treated descaibed(37) and was also detectedin tubular- base-
LMN wasnot completelyabolishedsuggestingthat tite ment membr-ane(not shown). However-, we could not
anti-LMN activity detectedin titese ser-a wasnot only identify it la SLE patients,althoughsorneoftSesesera
an antipolysacchar-ide response.Moreover-, tite anti- had tite sametiter lay ELISA astitose fr-orn parasitized
LMN activity could not be inhibited lay fibr-onectin patienta which were positive lay IIF. One possibleex-
which is anotiter- highly glycasylatedpr-otein(Fig. 2B). planation for -titis lack of reactivity is that tite anti-
Although we could not evaluate aceurately tite impor- LMN antibodies detected in SLE ser-a wer-e cr-oas-
tance of tite antipolysacchar-ideresponsedue te tite reacting with otSer- autoantigeas in tite sections.
possible modification of amino acidson LMN <34), orn- In chroaic gr-aft ver-sushost disease,a model for- tite
r-esults did not explain tite differences obser-ved lay study of tite autoimmune r-esponsestitat character-ize
Wester-n blot. human SLE (38), tSepresenceof ¡gOl anti-LMN anti-

TSe analysisof tite reactivity tu tite two normal con- bodieshasbeenfoundte play a critical role tu tite renal
tr-olser-apositive for anti-LMN antibodies showedthat immunopathology (39). It has laeenshown that anti-
tite r-eactivity was demonstratedonly lay ELISA and dsDNA autoantibodies, tSe major serological markers
weakly-by--Western blot-and dot-lalot -assays(Figa-. a in-SLE-patients,’are-able-to cross-r-eact-with-ECMcom-
and 5). AltSougS tite average titera lay ELISA wer-e ponente(40). Moreover, sorne anti-DNA mAla can form
similar to titose olatained with SLE ser-a (ng. 1>, they glomerular irnmune deposits lay lainding te non-DNA
reacted with LMN lay dot-lalot and Western lalot in a antigenic structures that are pr-esent in extracellular
different manner. ¡a Westeru lalot assaywith dena- lecations within glomer-uli (41). Sablaaga fl al. have
tured LMN, tite anti-LMN antilaodies could be demon- indicated that H241 mAla is aMe te cross-r-eactwitit
str-ated ¡a tSe two normal ser-a (Fig. 3). In ng. 5B, one EHS LMN (20>. Aimost alí tite SLE anti-LMN-positive
of titese nor-mal control ser-a <lid not recognizedena- ser-a itad anti-dsDNA autoantibodies lay ELISA (not
tur-edLMN, and the lack of agreexnentwith tite resulta shown). Howeyer-, whether- tite antí-LMN antibodies
obtained in Fig. 3 could be t-elated te tite r-educing obser-ved in human SLE cr-oss-r-eactwith dsDNA asid!
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FíO. 7. Fluorescentataining ore cryoatat sectionsof rat stomachsmoothmuscle with a polyclonal arati-LMN antibody (A), or 40 gg of
purified 150 from parasitized patient (E), SLE (O), normal control sai-una positiva by ELISA (U), or pooled ELISA-negative Lera (E>.

or are impilcatedin glomerular-injur-y remainsto lae
deter-mined.

TSe presenceof anti-DNA antibodieshasalsobeen
descrilaedin tSe ser-aof patientswith filariasis. Mor-e-
over-, a str-ong corr-elationlaetween tSe pr-esenceof
cSr-onicSelminthic infection and tSe 16/6 idiotype, a
public idiotype closely associatedwith tite pr-oduction
of autoantilaedieste DNA in SLE, haslaeen demon-
strated.However-, in patientswith filariasis tSe 16/6
idiotype occur-son non-DNA-laindingantilaedies(42).

Somewor-ks havesuggestedimpor-tantfunctionsfor-
anti-LMN antibodies.Laminin or LMN fragmenta
have lacenshownte be a ehemotacticfactor- for mast
celIa, pr-ovidingamechanismlay whichtitesecelísmay
be attractedto sitesoftissueinjury (43). SucIaactivity

may be particularly relex’anl: in tite responseof host
tiasueste infian-imationaccompanyingparasiticinfee--
don, aller-gic reactions,or wound healing.Mor-eover-,a
polyclonalralabit anti-LMN antibodywas found te in-,
Sibit mast celí chemotaxis<.43). On tSe otiter- hand,
pr-evious studieshave demonstr-atedthat anti-LMN
antibodiescan modulatelyrnphocyte traflic (44>. TSe
demonstr-ationtSatLMN is not confinedexclusivelyto
basementmembr-anesbut also is part of tite atromal
matrix supportsthe possilaili.ty thatECM components
r-egulatelymphocyte tr-affic through the endothelium
and wititin distinct lymphoid tissue microenvir-on-
menta(44, 45).

With theaim of analyzinga posaiblephysiologicira-
plication of tUs anti-LMN activity, tite alaility of inhi-
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bition of tSebindingof U937 e-cUsto LMN-coatedsur-
faceswasdetermined.As shownin flg. 6, tSepresence
of anti-LMN antibodiesin tSe ser-aof par-asitizedpa-
tients correlatessignificantly witS the ability of inhi-
bition of U937 ceil adhesion(P .c 0.0025>, aradit could
be relatedto a possiblephysiologic r-oleof theseanti-
bodies. Thus, we speculatethat tSe appear-anceof
titese antibodiescould be a r-egulatorymechanismde-
velopedin a par-asitizedpatientin or-der- te avoid tSe
host immune response.However, only with higIa vol-
ume of ser-awe wer-e aNo te inhilait tSis cell adhesion
atid we cannotassessthe furactional impor-tancein
vivo. Ira thisway. morestudieswith unrified rarnti-1.MN
ancabodíestrom ser-aasweIl asceil Unes expressangaia~
uniqueLMN r-eceptorar-enecessaryin or-der- teevalu-
atemoreaccuratelytSesepr-eliminar-yresu]ts.Llnfor-
tunately,wecouldnot analyzeit in SLE ser-aduetetSe
51gb x’olume of ser-a r-equired.

Whatever- tSe significanceof theseantibodies,our-
resudtssuggestthat tSe r-ecognitionof LMIN is quite
different in SLE andfilariasis. Thus,tSediffer-encesof
anti-LMN reactivity observedsuggestthat antibodies
producedfollowing delilaer-ateimmunizatiorawitit au-
toantigensor similar moleculespresentira parasites
aredifferentfr-orn titosespontaneouslyproducedlay in-
dividualswitit auteimmunediseasessuch as SLE. Ira
this regard,the existenceof LMN-like molecuieson the
surfacesof parasiteshasbeendescribed(46>, ¡mt
whether-fiar-ialnematodespossessthesemoleculesis
uraknownat pr-esent.Thesedifferencesira tSe recogni-
tion of a singlemoleculecould’ be relatedte a possibly
pathogenic(SLE?) or protectiverole (parasitizedpa-
tierats?)ofantibodiesdir-ectedtowar-dtSesameantigen
ira two differ-ent gr-oupsof patienta.
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