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RESUMEN

Se estudiaron 50 pacientes consecutivos con diagnéético de
LEG, sele tcionados de acuerdo a . los criterios de clasifi-;
cacidn de 1la Asociacidn Americana de Reumatologia. Se en-
contrd un grupo con anticuerpos anti-DNAn, otro con anti--

cuerpos anti-Sm y un grupo de 6 casos con anticuerpos anti

DNAn y anti-Sm.

El estudio prospectivo de estos pacientes‘mostré dos com-
portamientos, la variacidn paralela de los anticuerpos -
anti-DNAn y anti-Sm y un cambio independiente de estos -
"marcadorés al ser estudiados mediante las técnicas de in-

munofluorescencia indirecta y ELISA.

En algunos casos esta variacidén tuvo relacién con la fa-

sebde actividad y remisidn del LEG. Esto sostiene que la
produccién de autoanticuerpos en LEG puede tener -:. regu
lacién inmune diferente durante la evolucidén del padeci--

miento.



INTRODUCCION:
El LEG estd caracterizado por una diversidad de alteracio-
nes clinicas y seroldgicas, destacando la presencia de -
autoanticuerpos que pueden provocar lesidén tisular, ya sea
a través de la formacién de complejos inmunes o directamen-
te uniéndose al sifio de la lesidn tisular, (1-2) de 195 -
"diversos autoanticuerpos en las enfermedades del tejido co
k nectivo se encuentran el anti-DNAn y anti-Sm que parecen ca
racterizar a esta enfermedad.
El anti-DNAn.se encuentra hasta en el 98% de los casos y -
tiene participacidn activa en la exacerbacidn del LEG (3),
la determinacién del anticuerpo anti-DNAn se puede realizar
mediante el ensayo de FARR, hemaglutinacidn, método de Cri-
thidia Luciliae, siendo estoé Gltimos; FARR y Crithidia Lu-
ciliae unos de los mids especificos (4-5)
Los anticuerpos anti-DNAn en LEG se han encontrado‘asoéia-
dos a disminucién de complemento y la presencia simultéanea
de otros anticuerpos parcialmente anti-DNAa, anti-Fosfoli-
pidos y recientemente anticuerpos contra vimetina (6-7-8-9
y 10).
Por otra parte los pacientes con anticuerpos anti-Sm fre--
cuentemente presentan anticuerpos anti-RNPn (11) se ha des
crito la transicidén de un marcador hacia el otro y vicever

sa, durante la evolucidn del padecimiento ( 12 ).

El anticuerpo anti-Sm parece constituir un marcador de LEG



el cuil se encuentra en un 30% de los casos de esta enfer-

medad, pero no en otras formas de autoinmunidad (13-14).

La mutua exclusividad de los anticuerpos anti-DNAn y anti-

Sm puede obedecer a mecanismos de regulacién independiente

del anti-DNAn y anti Sm, }a que los titulos de los anticuer
pos anti-Sm parecen ser mids constantes y no correlacionados
con la actividad en el LEG.(15) »
Evidencias experimentales sostienen que las celulas T regu

lan la produccidén de los anticuerpos anti-Sm, mientras que

la produccidn de los anticuerpos anti-DNAn es T independien

te. (15)

En la mayoria de los casos el anticuerpo anti-Sm se acom-

pafia con anticuerpos anti-RNPn o anti RNP UI, como se ha -

demostrado usando 3 métodos diferentes; contra inmunoelec-

troforesis y tecnicas de inmunoblotting y de inmunoprecipi

tacién de RNA, (16)

El antigeno Sm se compone de 5 RNAs nucleares pequefios (U1,
Uz, u4, US y US), los cuales se asocian con 11 o més poli--
Vpéptidos designados como A A' B' BB' C D E F G,basi como -

una banda de 68 a 70 Kd. La reactividad con estos componen

tes del RNA y los polipéptidos respectivos pueden ser demos
trados por inmunoprecipitacidén de RNA y técnicas de inmuno

blotting. (16)

Se ha encontrado que los anticuerpos anti RNP/Sm aparecen



y desaparecen en la EMTC.  La estructura antigénica del com
plejo Sm/RNP ha mostrado epitopes comunes reconocidos por -
sueros de.pacientes con LEG y EMTC. (17)

La significancia clinica de los anticuerpos anti-Sm es cla-
ramente diferente pof ser altamente especificos en LEG y -
aunque no hay diferencias aparentes en las caracteristicas

clinicas de estos pacientes, hay reportes de nefropatia be

nigna y su asociacidn con el involucro del SNC o cuando hay
‘manifestaciones clinicas aisladas de la enfermedad como fe-

‘némeno de Raynaud, edema de manos etc. (13-14y17)

Algunos pacientes que tienen s6lo anti-RNP han mostrado ba-
.ja frecuencia de anti-DNAn y baja frecuencia de enfermedad
»renél clinica, 1a cual sdlo se presenta cuando se asocia -
anti-RNP con anti-DNAn o cuando el RNP se asocia con anti-

Sm o anti-Ro/SSA. (18-19-20)

Otros datos qhe apoyan que las caracteristicas seroldgicas
definen un comportamiento clinico diferente en LEG son que
SSA/Ro se-asocia a Lupus neonatal (bloqueo cardiaco congéni
to). AntiCUerposanticardidl;pinacon perdidas fetales repeti
tivas plaquetopenia, cuadros de tromboflebitis y manifesta--
ciones de SNC. (18-19-20)
~La mayoria de esos estudios se han fundado en hallazgos de
manifestaciones clinicas y seroldgicas en estudios transver
sales o determinaciones Unicas en el transcurso de la enfer
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medad, mientras que muy pocos estudios analizan estos cambios
vserolégicos durante su eVolucién. Por ello realizamos el -
estudio c}inico y seroldgico durante la evolucidn de un gru
po de pacientes con LEG, éon el objeto de tener una nocidn
mis clara de los cambios que presentaban los anticuerpos -
anti-DNAn y anti-Sm, aprecidndose que hay al menos dos per-
files 'de comportamiento, uno con cambios paralelos de estos
marcadores seroldgicos y otro con variaciones independien-

tes de los mismos.



MATERIAL Y METODOS:

Se incluyeron 50 pacientes consecutivos con diagndstico de

LEG seleccionados de acuerdo a los criterios de clasifica-

cidn de ia ARA. (21)

Todos ellos fueron estudiados en la consulta externa de -

Reumatologia del Hospital 20 de Noviembre ISSSTE, México

D.F., durante el periddo de marzo de 1989 a octubre de -

1990. Estos pacientes estudiados 43 fueron mujeres y 7 -

hombres sus edades variaron entre 13 a 51 afos (media de

-34.9 afios). De ellos 13 casos fueron menores-de 16 afos.

En 20 pacientes se encontrd actividad de LEG al momento -

del estudio y el resto del grupo estaba asintomitico.

PARAMETROS DE INCLUSION:

1) Pacientes que cumplieron 4 § mids criterios de la Aso-
ciacidn Americana de Reumatologia (ARA).

2) Determinacién de DNA por el método de Crithidiae Luci-
liae y cuantificacidn por el método de ELISA.

3) Determinacidén de anticuerpos anti-Sm por Ouchterlony -
y cuantificacidn por el método de ELISA.

METODO:

Estudio Clinico:

A todos los pacientes se les estudiaron las caracteristicas

clinicas que presentaban al momento de la deteccién y cuan-

tificacidén simultinea de anticuerpos de anti-DNAn y anti-Sm



LABORATORIO:

Los AAN (anticuerpos antinucleares) se determinaron por el
método de inmunofluorescencia indirecta empleandd® como sus-
tratos cortes de rifion de ratén y monocapas de células huma
nas HEP2 (AFT System 1 Behring Diagnostics, la Jolla, CA.)
La inmunoespecificidad de los anticuerpos anti-DNAn fue ~
determinada empleando  monocapas de Crithidia Luciliae, -
con el método de inmunofluorescencia indirecta (AFT System
III Behring Diagnostiés, la Jolla, CA.).

Los anticuefpos contra antigenos antinucleares extraibles,
que incluyeron el Sm, RNPn, SSA/Ro, SSB/La y SCL-70 fueron
identificados mediante pruebas de Ouchterlony empleando -
extractos antigénicos crudos obtenidos al partir Timo de -
conejo y de bazo humano.

El anilisis de la identidad inmuno-quimica se realizd con -
los sueros prototipos respectivos, siempre y cuando las ban
das de precipitacidn se preservaron después del lavado repe
tido con citrato de sodio 0.17 M, que permitid la elimina--
cién de las bandas. de precipitacidén no éspecificas.

Los anticuerpos anti-DNAn y anti-Sm fuefon también estudia-

dos por ELISA de acuerdo a reportes previos. (22-23)

Brevemente las placas de ELISA de poliestireno de 96 pozos
(Danemark) fueron sensibilizados con albiimina bovina metila

da BSAm (Sigma Chemical Co, St Louis Mo USA) a una concen--
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tracidn de 1 mg/ml por 12 horas a 4°C. Después de este - 
ﬁeriédo el DNAn o ENA (aﬁtigeno nuclear extraible), fueron
adicionados a sus respectivos pozos, y 1os sueros de los -
pacientes fueron incubados a una dilucién de 1:300., E1 DNAn
_altamente polimerizado de timo de ternera (DNA tipo V Sigma
Co.) fue tratado con metaperiodato 0.02M en 0.1M de fosfa--

tos Ph 6.9 y con nucleasa SI, como ha sido descrito (24-25)

Un extracto crudo de.timovde conejo fue tratado con RNAsa
(Sigma Co) a_uha concentracidn de 5 mg/ml y DNAsa (Sigma Co)
a 75 ug/ml, con 0.01M de MgCl2. (23y25)

Los pozos fueron lavados 5 veces con solucidn amortiguadora
"de fosfatos (PBS) con Tween 20 al 0.05% y posteriormente se
‘le agregd un anticuerpo anti-IgG humana marcado con peroxi-
dasa.

Como sustrato se empleo Ortofenilendiamina OPD (Sigma Co),
en una solucién de citratos. La reaccidn fue parada con -
2.5N ’de éqido sulfirico, la absorbancia (490nm) fue regis

trada en un minilector de ELISA (Dynatech).

Pare excluir una reaccién cruzada en estos sueros de pa--
cientes con anticuerpos anti-DNAn y anti-Sm,se realizé un
ensayo inhibitorio con diferentes concentraciones de los -
'antigenos puros respectivos., Estos antigenos DNAn y Sm -
fueron incubados en el suero por 60 min. a 37°C, estable--

ciendo posteriormente la lectura de los anticuerpos respec



tivos por ELISA. La media desviacidén standar para el anti

cuerpo anti-DNAn tuvo un valor de 1.20 $0.253 y los niveles

de anticuerpos anti-Sm fueron .89 T o.12.




RESULTADOS:

Del grupo incluido en este estudio se encontraron 32 pacien-

tes con ANA positivos por la prueba de inmunofluorescehcia -

indirecta.: La positividad del anticuerpo anti-DNAn se encon
tré en 12 pacientes y del anticuerpo anti-Sm en 12 casos. La

presencia de ambos anticuerpos simultineamente se encontrd -

en 6 pacientes. Los niveles de los autoanticuerpos medidos

por ELISA, se presentan en la figura 1.

Los pacientes con 2 aﬁtoanticuerpos tenian actividad de LEG

a nivel pulmonar, renal y en SNC. Al estudiar a los pacien-

tes que presentardn simultidneamente anticuerpos anti-DNAn y

anti-Sm se observd que estos tenian dos comportamientos dife
rentes en la relacidn a los niveles séricos de ambos marcado
res. El primer grupo con variacién paralela de los anticuer
pos anti-DNAn y anti-Sm, y el segundo grupo con una variacidn

independiente de anti-DNAn y anti-Sm.

Como caracteristicas clinicas en el primer grupo de pacien-
tes se observo: v
Elevaciﬁh de anti-DNAn a titulos altos con elevacidn simultd
nea de anti-Sm,la elevaciéﬁde'estosanticuerposcorrelacionaaa
con la actividad de LEG, con predominio de la actividad a'ni
vel renal, La nefropatia fue del tipo IV (glomerulonefritis
proliferativa difuséLlapresenchadeANA positivos con patro-
nes moteados y lineal periférico, un caso con IRC en protoco
lo de trasplante, la presencia de manifestaciones articula- -
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res (artritis y artralgias), disminucién paralela de los ni-
veles de anticuerpos anti-DNAn y anti-Sm correlacionada con

tratamiento inmunosupresor y la total ausencia de estos auto
anticuerpés,durante la inactividad de la enfermedad,bla figu

ra 2 representa el comportamiento seroldgico de este grupo.
Las caracteristicas del segundo grupo fueron:

Elevacidn del anticuerpo anti-Sm a titulaciones elevadas; -
elevacidn del anticuerpe anti-DNAn independiente del anti-
‘Sm, titulaciones bajas del anticuerpo anti-DNAn en relacidn
al anti-Sm, persistencia del anticuerpo anti-Sm no correia-
~cionada con actividad de los pacientes con LEG, Fluctua-
ciones del anticuerpo anti-DNAn significativas en relacién
con la actividad de LEG, presencia de dafio renal incluyendo
nefropatia tipo IV (glomerulonefritis proliferativa difusa)
en dos casos y tipo II ( glomerulonefritis de lesiones mini-
mas) en un caso, manifestaciones mucocutineas, presencia de
serositis, modificacién poco significativa inicial de nive-
les de anticuerpos anti-DNAn y anti-Sm con el tratamiento -
inmunoéupresér. ‘La figura 3 representa el comportamiento -

seroldgico de este grupo.

Las caracteristicas mis representativas en el ler. grupo -
incluyeron dafio renal severo y en el segundo grupo menor da

fio renal y serositis (ascitis y pleuritis).
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DISCUSION:
El estudio de los AAN (anticuerpos antinucleares) en LEG -
tiene importancia clinica ya que permite definir este diag-
ndstico y'constituyen +indices " . de valoracidn de la activi
dad y’pronéstico en este padecimiento ( 3y 26).
Los AAN se encuentran en el 95% de pacientes con LEG no tra
tados y activos y los patrones mias comunes son el moteado.
El homogéneo difuso y el lineal periférico, siendo este 1l-
timo el més frecuehte_én LEG cuando se asocia con el anti
cuerporahti-DNAn (27). Por otra parte su presencia ayuda a
explicar los mecanismos bioldgicos por los que se produce -
lesidén tisular en autoinmunidad.
Los AAN detectados mediante el estudio de inmunofluorescen-
cia indirecta en nuestro grupo de pacientes fueron positivos
en el 95% con rifién de ratén y con células HEp-2.
Los anticuerpos anti-DNAn se han identificado en 75 a 95% de
pacientes con actividad no tratada en LEG, mediante las téc-
nicas de inmunofluorescencia indirecta, hemaglutinacién y -
ELiSA., Su presencia indica actividad en LEG y hay datos que
apoyan su relacidén con daio renal y pulmonar. Los mecanis-
mos sugeridos para este tipo de lesidn tisular son la afini
dad de los anticuerpos anti-DNAn por 'la colégena de la mem-
brana basal glomerular (MBG), la reaccidn cruzada de los -
énticuerpos anti-DNAn con el heparin sulfato, constituyente

normal de la MBG. El predominio de los isotipos IgGI e -
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[gG3 que fijan eficientemente complemento y el depdsito del
anti-DNAn a nivel subepitelial y subendotelial, son facto--

res que dparentemente determinan el dafio renal, (28-29-30-31)

‘Se han encontrado elevaciones del anticuerpo anti-DNAn séri
co en exacerbaciones en LEG y esto puede predecir la exacer
bacién de 8 a 10 semanas previas a las manifestaciones cli-
nicas del LEG (3), sobre todo relacionada con actividad a -
nivel renal y SNC. Ademds se ha encontrado un decremento de

-los niveles de anticuerpos anti-DNAn posterior a tratamiento.

En nuestros pacientes encontramos dafno renal (nefropatia ti-
po IV) en relacidn con la elevacidn del anti-DNAn, todos -
ellos ‘durante la fase de actividad y disminucidn posterior -
al tratamiento cone esteroide e inmunosupresor. En una pa--
ciente la cuantificacidn del anti-DNAn fuer minima durante -
su periodo de gestacidén manteniéndose en esta cifra después
- de de su alumbramiento mostrando simultineamente una ligera
elevacidn en los niveles del anticuerpo anti-Sm y total -

_ausencia de actividad.

Los anticuerpos anti-Sm identifibados inicialmente en 1966,
(25) ha sido encontrado en un 30% de los pacientes con LEG,
mediante el estudio de Ouchterlony y ELISA. Su presencia se
considera de significancia diagndstica y altamente especifi-
ca en LEG, ya que no se encuentra en personas sanas ni en -

otras enfermedades reumiticas., (13-14)
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Su presencia parece ser mds comin en enfermos mayores de 40

aflos de edad y el‘algunos_cstudios‘se han correlacionado con
alteraciones neuroldégicas pulmonares, fendémenos de Raynaud y
dafio renal meﬁos grave que el encontrado con anticuerpos anti

DNAV:(12)

Nosotros encontramos que el segundo grupovde pacientes pre-
senté manifestaciones pulmonares (serositis), asi como muco-
cutidneas y en 3 casos 1la lesidn renal fue de tipo II (iesiones
minimas) presentando una mejoria posterior al tratamiento con
esteroides. El otro paciente con nefropatia tipo IV mostrd -
anticuerpos anti-Sm con titulaciones elevadas, las cuales de-
bclinaron posterior al tratamiento con esteroides a dosis al--
tas e inmunosupresores (azatioprina). El tercer y tiltimo pa-
ciente de este grupo, en el cual las titulaciones del anti--
cuerpo anti-Sm fueron mds altas que las del anticuerpo anti-
DNAn, presentd nefropatia tipo IV con estabilizacién de ésta
posterior al uso de esteroides e inmunosupresores. En nin-
gin -paciente se documentd el viraje o presencia deanti-RNP
y siempre hubo- una correlacidn independiente con la presen-
cia de los anticuerpos anti-DNAn. La coincidencia de anti- 
cuerpos anti-DNAn y anti-Sm ha sido poco estudiada, algunos
‘autores los han =eferido en estudios transversales y no se

" ha establecido claramente su significancia clinica. (6)
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En nuestro estudio, con un seguimiento 1ongitudinal, se en

cohtraon 6 pacientes con la aparicidn simultinea de autoanti
cuerpos ‘apti -DNAn y anti-Sm con 2 comportamientos:

1) Elevacidn concomitante de anti-DNAn y anti-Sm y su descen
so paralelo al seguimiento.

.2) Elevacidén independiente de los anticuerpos anti-DNAn y -

anti-Sm y coincidencia en su descenso.

_En estudios anteriores 'se describe la elevacidn independien
te de anticuerpos anti-DNAn y anti-~Sm (14). La produccidn -
de anticuerpos anti-DNAn parece ser dependiente de la activg
cidn policlonal de las cé&lulas B y la sintesis de anti-Sm me
diante un mecanismo T dependiente.
Entre las alteraciones inmunoldgicas fundamentales del LEG -
se encuentra la hiperreactividad de las células B,lacual se
ha correlacionado con la fase de actividad. En el caso de -
de la produccidén de autoanticuerpos anti-DNAn esta podria de
pender de una actividad policlonal la cual explicaria las -
fluctuaciones en diversas etapas del padecimiento (3)
.En cuanto a la presencia de los anticuerpos anti-Sm se ha -
“descrito una persistencia de los niveles de éste, asi como -
minimos cambios de sus titulos posterior al tratamiento. Adg
mis no parece haber relacidn con el periodo de exacerbacidn
y/o remisidn respectivamente (23) todo esto podria depender

de l1la regulacidn que las celulas T tienen sobre la produc--
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cidén de este anticuerpo. Las manifestaciones clinicas pre-
dominantes en nuestros 2 grupos de pacientes con presencia

~de anticuerpos anti-DNAn y anti-Sm fueron:

Primer Grupo:- Dafio renal; nefropatia tipo IV (clasifica--
cidon OMS), manifestaciones articulares (ar-

tritis).

Ségundo Grupo: 2 pacientes con nefropatia tipo IV ( clasifi
cacidén de la OMS), 1 paciente con nefropatia
tipo II, serositis (ascitis y derrame pleu--

ral), manifestaciones mucocutineas.

La ﬁresencia de 2 o mids anticuerpos tal como hemos hallado
no es excepcional (26). Previamente se ha establecido la -
presencia de. anticuerpos anti-DNAn, anti-DNAd, anticardioli-
pina y antivimetina en suero de pacientes con LEG activo o
bien la coincidencia de anticuerpos anti-Sm y RNPn (12-32-

33-34-35), como anticuerpos anti-SSA/Ro y SSB/La.(36)

Esto puede deberse a la similitud antigénica de los siste--
- mas referidos pof ejemplo grupos fosfato en el DNAn y DNAd,
ribonhcieoproteinas comunes en los sistemas RNPn-Sm y SSA/Ra
SSA/La.(37-38) .En cambio es claro que los-determinantes antigé-
nicos del Sm y DNAn son completamente diferentes, ya que la
éstructura antigénica del Sm estd constituida por ribohucleg

proteinas (39), el DNAn por nucledtidos y grupos fosfato (40)

16



Todo ello hace interesante el hallazgo de 2 anticuerpos en
pacientes con LEG, puesto que no parece ser sdlo un dato -
seroldgico mids. La coincidencia de 2 anticuerpos puede -
ser debida a una clona de células B estimulada por 2 anti-
genos diferentes o derivar de 2 clonas autoreactivas con -

precursores diferentes. (23)

Hasta al fecha algunas clonas de células B como las CD5 +
parecen tener una potencialidad autorreactiva, principal-
mente cuando Se analizan las sintesis de FR. Esto Gltimo
y.la identidad entre el idiotipo 16/6 en produccidn de -~
anticuerpos anti;DNAn y otros autoanticuerpos supone la -
existencia (22) de una sola clona autoreactiva, pero no -
podemos excluir la existencia de 2 estimulos antigénicos

en la activacidn inmune, o bien mecanismos de control di‘
ferentes en una sola clona con la produccidén de.al menos

2 autoanticuerpos.
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5

5)

P

CONCLUSIONES

Demostramos que en el estudio longitudinal existe una
variacidén de titulos de anticuerpos anti-DNAn y anti-

Sm.

Que este comportamiento sigue al.menos 2 perfiles: el

paralelismo de anti-DNAn y anti-Sm y la relacidn inde

pendiente de estos autoanticuerpos.

Que esta variacidn coincide en ocasiones con fases de

actividad y/o remisién.

Nuestros hallazgos en estos pacientes estudiados sos-

tienen evidencias previas de la interaccidén indepen--

~diente de los anticuerpos anti-DNAn y anti-Sm.

Pone de relieve la trascendencia del estudio en las -

secuencias de autoanticuerpos en LEG

Abre nuevas opciones estudios referentes al comporta-
miento clinico, seroldgico y de tratamiento de enfer-

medad autoinmune.
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