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I Resumen

Mediante un extracto total de células HEp-2 (ETC HEp-2) y el
método grafico de inmunoplot se realizé el analisis de los patrones de
inmunoelectrotransferencia (IET) obtenidos con sueros de 128
pacientes con diversas enfermedades reumaticas autoinmunes (ERRI):
85 con lupus eritematoso sistémico (LES), 5 con artritis reumatoide
(AR), 5 con escierosis sistémica progresiva (ESP), 18 con enfermedad
mixta dei tejido conectivo (EMTC), 5 con dermatomiositis y/o
polimiositis (OM/PM) y 108 con sindrome de sobreposicién (SSp); como
controi se usaron 48 sueros de individuos sanos.

Se encontrd que 99% de los sueros de pacientes, incluso aqueilos
reportados como seronegativos por otros métodos de deteccion de
anticuerpos antinucieares, reaccionaron con bandas antigénicas en ia
region comprendida entre 14 y 20 kilodaltones (kDa), mientras que
s6lo el suero de uno de los individuos sanos, reacciond con una sola
banda de esa region. Se propone que Ia reactividad hacia estos
antigenos sea empleada en pruebas tamiz para el estudio de sujetos
con sospecha de ERR!, en especial para LES. El anadiisis de inmunopiot
de los patrones de inmunobiot mostré que no pueden utiiizarse, estos
antigenos, para hacer caracterizaciones de algun tipo de ERRI en
particular .

Se investigob por electroforésis ei origen de los antigenos
detectados en la region entre 14 y 28 kDa, utilizando las fracciones
protéicas tanto nucieares como citoplasmaticas de ceéluias HEp-2,

demostrandose que se trataba de antigenos de origen nuclear.
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2 INTRODUCCION

Se han llamado enfermedades autoinmunes a padecimientos
donde se demuestran autoanticuerpos o linfocitos capaces de
reaccionar contra componentes moleculares o celulares propios. Sin
embargo, la sola presencia de autoanticuerpos en estas
enfermedades no necesarlamente Implica que los autoanticuerpos

tengan gran importancla como agentes patogénicos primarios (1).

2.1. AUTOINMUNIDAD.

El concepto de fendémeno autolnmune, ha recibido diferentes
interpretaciones. Iniclalmente se le conciblé6 como horror autotéxico,
para referirse a que en estado normal el organismo no puede llevar a
cabo una respuesta inmunitaria contra lo propio pero sl ésta ocurre,
Ia respuesta dafia al organismo (2). Posteriormente se hablé de la
liberaclén de clonas prohibidas producidas por mutacién en las células
iinfoldes, provocando el reconocimiento de los antigenos proplos
normales (3). Estos dos conceptos se encaminan hacia el rompimiento
de la tolerancia a lo proplo. En la actualldad, por los avances de la
biologia molecular y de la genética estos conceptos han cambiado,
conslderando al fenémeno autoinmune como un evento natural
multifactorlal, resultante de camblos producidos durante la vida, con

gran variabllidad entre individuos, ain bajo condiciones genéticas y
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ambientales Idénticas (4). Este concepto Implica que los
autoanticuerpos no son necesarlamente patogénicos, sino que pueden
ser un fenémeno natural benéfico, con funcién reguladora dentro de
la red Inmunitaria,

Se considera que el rompimiento del estado de homeostasis por
alteracion de factores ya sean genéticos (5,6), infecciosos (7),
hormonales (8-18) o psiconeurolnmunolégicos, conlleva al
establecimiento de la enfermedad autoinmune, por una alteraclén
grave de la red Inmunitaria (11). Ejemplo de alteraclén genética es la
ausencia experimental del gen productor del receptor B de IL-2 (iL-
2R) en ratones, que tiene un papel inmunomodulador, lo que induce |a
activacion de linfocitos T y Ia proliferacion de linfocitos B, con
secreclon de altas concentraciones de 1gG1 e IgE, la produccion de

autoanticuerpos y la aparicion de enfermedad autolnmune (12).

2.1.1. Rutoanticuerpos naturales.

En Individuos sanos, se producen autoanticuerpos "raturales”
dirigidos hacia antigenos propios,los cuales por ser principaimente
de clase IgM, en baja concentracién y con baja afinidad por el
antigeno, contribuyen a mantener el equilibrio en el reconocimiento
de componentes propios medlante la red antlidiotipica (13); ejemplo
de esto es ia produccion autéioga de anticuerpos idiotipicos (anti-

F(ab’)2) dirigidos contra el anti-DNR, capaces de bloquear ia union dei



anti DNA a su sustrato homoéiogo de DNA, lo que se correiaciona con
LES en remision; la disminucion de este anti-F(ab')2, se traduce en LES
activo (14). La autoinmunidad como fenomeno natural, se interpreta
como la formaclon de la imagen en espe jo de los antigenos proplos, a
través de su reconocimlento por autoanticuerpos de relativa baja
afinidad o avidez (15). Se han encontrado autoanticuerpos naturales
contra componentes Intracelulares, de membrana y contra proteinas
circulantes (16). Aproximadamente el 58 % de las inmunoglobullnas
séricas son reactivas hacla antigenos propios (17). La concentracion
en el suero de autoanticuerpos naturales es 20% mas elevada en

mujeres que en hombres.

2.1.2, Autoanticuerpos patogénicos y factores desencadenantes.

Componentes propios como proteinas, acldos nucleicos,
fosfolipidos, lipoproteinas, azucares o esteroides, pueden llegar a
ser el blanco de una respuesta autolnmune patogénica, por medlio de
diferentes mecanismos, como son: la exposiclon de autoantigenos
anatomicamente secuestrados (18); la expresion de determinantes de
neo-antigenos propios o de epitopos proplos subdominantes, que por
haber estado fuera del umbral antigénico no habian sido reconocldos
como proplos (19); la activacion de células T a través de antigenos
propios que por su baja expreslon o su inadecuada presentacion,

habian permanecido Ignorados; por reactividad cruzada, con



antigenos exdgenos como los retrouvirus Yy la enterotoxina de
estafliococo <superantigenos> (20, 21) que por Identidad parcial, sea
molecular o estructural de componentes propios, presentan suficiente
diferencia para romper la tolerancia a lo propio; ademas los virus
pueden Incorporar tanto en su membrana como en la capside
antigenos enistentes en la célula del huésped, los cuales pueden ser
reconocidos en un contexto Inmunolégico diferente dando como
resuitado una respuesta contra lo propio (22) . Todos estos antigenos
poseen un potente efecto estimulante sobre Ia proliferacion
policlona! de linfocitos B y T CD4+, en particular de la subpablacién
Th2, con la consecuente secrecion de IL-4 e IL-5, produccién de
células plasmaticas y formacién de autoanticuerpos de aita afinidad
(23). Los linfocitos Th2 también liberan IL-6 que tiene entre sus
funciones bioldgicas, el inducir diferenciacién de células B, ser
potente coestimuiadora de células T, ademas de proveer la sefial para
la produccion de IL-2, que a su uez es responsabie de la activacion de
células T (24). La IL-1 y los receptores B7/CD8 Interactuan para
regular (a produccién de IL-6 en células T humanas (25). La presencia
continua de autoantigenos, favorece que la respuesta autoinmune se
mantenga en forma constante (26-28). El desequilibrio de la
respuesta celular y/o humoral puede producir dafio y destruccion de
tejidos proplos, lo que da como resultado enfermedad autolnmune
(29).

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por la presencia

de autoanticuerpos dirigidos contra una gran varledad de antigenos



sean nucleares y/o citoplasmaticos e incluso proteinas solubles de!
suero. De acuerdo con la especificidad de los autoanticuerpos, las
enfermedades autoinmunes se consideran "organoespecificas”,
cuando los autoanticuerpos estdn dirigidos hacia antigenos
enclusivos de un 6rgano en particular, como en la miastenia gravis, en
donde se producen autoanticuerpos contra el receptor de acetii
coiina y "sistémioas o generalizadas” , si los autoanticuerpos estan
dlr:lgldos hacia autoantigenos que forman parte de diferente material
ceiular, como pueden ser ei DNA, RNP, Ro, La, Sci-78, Sm, histonas o
hacia antigenos circulantes como ei autoanticuerpo dirigido contra la
region constante de |a cadena H de la 1gG, conocido como Factor
Reumatoide (38-32).

2.1.5. Autoanticuerpos marcadores de enfermedad.

Se considera que ia gran variedad de autoanticuerpos presentes
durante el desarrollo de las diferentes ERRI son consecuencia y no
causa dei padecimiento(33); una evidencia al respecto, es el reporte
en relacion a la proteina de choque térmico (HSP) liberada en estados
de estrés en las enfermedades reumaticas y padecimientos
neuropsiquiatricos autoinmunes. Se ha encontrado también Ia
produccion de anti-HSP, en pacientes con lupus eritematoso sistémico
(34,35). Los autoanticuerpos son considerados como marcadores de

enfermedad por guardar relacion con la actividad de Ia enfermedad,



localizarse en el area dei tejido daflado, ser en la mayoria de las
veces inmunogiobuiinas de ciase ig6 con alta especificidad y afinidad
por su ligando y encontrarse en grandes concentraciones en ei suero
(36). En ocasiones, sin embargo, ha sido la igM la que ha mostrado ser
el autoanticuerpo de alta afinidad, que exacerba la enfermedad, Yy la
Ig6 el autoanticuerpo natural de baja afinidad. De acuerdo a lo
anterior, se puede resumir que tanto ia concentracion de los
autoanticuerpos y su afinidad, asi como ei tipo de respuesta, sea
primaria o secundaria, juegan un papei importante en ia presencia de
ia enfermedad.

Los autoanticuerpos como marcadores de enfermedad, han
permitido diagnosticar con mayor precision, algunas de las
enfermedades autoinmunes, gracias al empieo de antigenos
nucieares y citoplasmaticos purificados, como: el anti-DNA y anti-Sm
en lupus eritematoso sistémico (37,38), anti-Ro y anti-La en el
sindrome de Sjogren (39), anti-BNP en enfermedad mixta del tejido
conectivo (48), anti Sci-86 en escleroderma, anti CR-19 en CREST
(caicinésis, fenémeno de Raynaud, escleroderma y teiangectasia) (41)
y otros; sin embargo, estos autoanticuerpos no se manifiestan en
todos ios casos, ya que pueden estar ausentes en presencia de

enfermedad (42).



2.1.4. Metodologias actuales en la deteccion de autoanticuerpos

marcadores de enfermedad y sus limitaciones.

El método mas utilizado para detectar autoanticuerpos en
diversas ERRI ha sido la determinacién de anticuerpos antinucleares
por inmunofluorescencia indirecta (RAN-IFI), implementada desde
1950, donde se empiean diferentes tipos de sustratos antigénicos, de
entre ios cuales la linea ceiular HEp-2 ha resultado ser ia de mayor
sensibliidad y especificidad(43,44), que desde 1980, ha permitido
detectar una gama muy amplia de autoanticuerpos, a manera de
patrones de Inmunofluorescencia caracteristicos, como son ios
patrones: periférico o anular, el homogéneo, el anti-centrémero o
moteado discreto, el moteadao fino, aigunos patrones
citoplasmaticos como ei anti-mitocondrial y ei anti-mauasculo liso
(fig.1). La correiacién de estos patrones con ios datos ciinicos de cada
uno de los diferentes padecimientos, proporciona una herramienta
importante para establecer el diagndstico de algunas ERAI, como io es
el patrén periférico con LES y el patréon anti-centrémero con
escieroderma (4546). Sin embargo, este método no permite
Identificar de manera especifica a ios autoantigenos invoiucrados en
el padecimiento.

La mayoria de los métodos empleados actualmente en el
laboratorio clinico, pueden Identificar especificamente los
autoanticuerpos dirigidos hacia autoantigenos que han sido

parclaimente purificados, como ios antigenos extraidos de los



a) b) c)

Fig. 1. Patrones de AAN-IFI: a)Contro! negativo, b)Homogeéneo, c)Periférico,
d)Moteado fino, e)Nucleolar, f}Centramero, g)Mitocondrial, hiMusculo liso.
toaax (Behring).



nucleos del timo de ternera (ENRA) utilizados en la doble difusion en
agar, o a multiples antigenos purificados como los nucleares,
algunos de ellos obtenidos por cONA, empleados en pruebas de ELISA
e inmunodot (47-49). Aunque estas metodologias poseen una alta
sensibilidad y especificidad, la ayuda diagnodstica que proporcionan es
limitada, ya que en algunas ocasiones, los autoanticuerpos relevantes
del padecimiento pueden estar dirigidos contra epitopos ausentes en
los antigenos purificados, lo que hace Imposible su detecclon,

El metodo que ha mostrado una sensibliidad mayor que la
prueba de AAN-IFI, es la inmunoelectrotransferencia (IET), con la
ventaja de que los antigenos son identificados por su diferente peso
molecular. Desde la decada de los ochenta, diversos investigadores
han realizado esta prueba en estudios de investigacion clinica con el
objeto de identificar y caracterizar los autoanticuerpos formados en
las diversas enfermedades del tejldo conectlvo, empleando
diferentes sustratos, entre los cuales ei mas utillzado ha sido la linea
celular HeLa-$3 provenlente de carcinoma cérvico uterino humano; sin
embargo, la mayor parte de los estudios se han realizado con
antigenos semipurificados o utllizando por separado la fraccion
nuclear y citoplasmatica, detectando algunos de ios autoantigenos en
forma individual (50, 51), como Uan Uenrooij y col. (52), quienes
emplearon autoanticuerpos especificos Yy encontraron los
autoantigenos Sm con una masa relativa (Mr) de 28 y 29 kDa, el Ao
(§S-A) de 68 kDa y La (§S-8) de 47 kDa, SCi-86, CR-19, U1-RNP de 68

kDa. Una ilmitante en la Identificacion de algunos autoantigenos es ia



similaridad en sus Mr, lo cual ya fue demostrado por Elkon y col. (53)
por electroforésis de doble dimension en gel de poliacrilamida . En
1988 Rooij y col. (54), encontraron asociaciones no esperadas entre
los autoanticuerpos y los padecimientos autoinmunes, como por
ejemplo, el anticuerpo anti-Sm con polimiositis o blen, asociacién de
autoanticuerpos con manifestaciones aisladas de enfermedad, como
el anti-Ro (SSA) y anti-La ($SB) con leucopenia . Estos hallazgos
confirman que l|a deteccion de un solo autoanticuerpo no es
concluyente para establecer el diagnéstico de una enfermedad
autoinmune, ya que pueden encontrarse los mismos autoanticuerpos
en diferentes padecimientos. Kallenberg y col. (55) realizaron
estudios longitudinales de los autoanticuerpos en pacientes con ERAI
hacia antigenos conocidos por IET, y sugirieron que éstos pueden ser
de ayuda diagndstica y prondstica, ya que observaron en pacientes
con Raynaud primario (padecimiento que Iinvolucra afeccion
microvascular) autoanticuerpos hacia antigenos Sm, RNP, $S-R, §§-8,
SCI-86, CR-19; estos pacientes desarrollaron posteriormente
enfermedades del tejido conectivo, lo que pone de manifiesto el valor
predictivo de los ARN detectados por inmunoblot con células HeLa-S3.
Ademas en pacientes con LES se observan cambios en los patrones de
autoanticuerpos durante la evoiucion de la enfermedad, con aparicion
de Sm y desaparicion de otras bandas, lo cual demuestra que los
patrones no son inmutables (56).

Yomando en cuenta ia importancia que ha tenido en la clinica ia

correlacion de ios patrones de IF! para determinar ARN con células



HEp-2, y ya que éstas y las células HeLa-S3 presentan caracteristicas
antigénicas muy semejantes (22), en nuestro laboratorio hemos
empleado el extracto total de células HEp-2 (ETC HEp-2) para la IET, la
cual muestra antigenos nucleares y citoplasmaticos tanto solubles
como insoluble (57), que pueden evidenciarse al teflirlos con tinta
india (58) en la membrana de nitrocelulosa sobre i{a cual fueron
transferidos; encontrandose cerca de S8 bandas de proteinas con

pesos moleculares que oscilaron de 14 a mas de 94 kDa (Fig.2). Esto

PM. (kDa)

- 94

PRGE-SDS del ETC HEp-2 en papel de

Fig. 2. Electrotransferencia del \ —14
nitroceiulosa teflido con tinta India.

permitio detectar la mayor cantidad posible por inmunoblot de
12



autoanticuerpos. El andlisis comparativo eantre el método de AAN-IFI
y la IET, demostro que no existe correlacion entre ambos métodos, ya
que un mismo patron de AAN-IFl puede corresponder a diversos
patrones de (ET. Lo anterior indica que ios patrones de ARN-iFl no
son especificos hacia un tipo de autoanticuerpos y por tanto no
brindan Informacion respecto @ cuaies autoanticuerpos estdn
presentes en los sueros de pacientes con diversas ERAI.

La ventaja que muestra ia IET sobre la IFI es que permite
identificar con precision, ia fracciéon antigénica a la que estan
dirigidos los autoanticuerpos y define ademas patrones de
inmunobiot especificos para cada paciente en particular, mismos que
pueden ser de utilidad para orientar el diagnostico clinico. Entre los
inconvenientes que se observan al reaiizar la iET, es la presencia de
autoanticuerpos en ios sueros de sujetos sanos, por arriba de 58 kDa
que puedan ser de importancia diagnostica en los pacientes. Estos
anticuerpos pueden corresponder a ios autoanticuerpos naturales ya
descritos por otros autores (59-60). Todos estos resultados resaltan
ia necesidad de conocer las asociaciones entre los diferentes
autoanticuerpos obtenidos por IET con ETC HEp-2 y las diversas ERRI,
que pudleran servir como ayuda diagnoéstica, pronostica y/o
terapéutica.

13



3 leNTEﬂMIENTODELPROBl[Mﬂ

El diagnostico de las ERRl se ha apoyado en pruebas de
laboratorio, tales como la deteccion de anticuerpos antinucleares por
ARN-IFI empleando como sustrato células HEp-2. Este ha sido el
método de mas utitlidad y confiabilidad para detectar la presencia de
autoanticuerpos, a manera de patrones de inmunofiuorescencia
caracteristicas, que se han correiacionado con ias diversas ERAI, por
lo que se les ha considerado de utilidad diagndstica; sin embargo, su
interpretacién queda sujeta a la experiencia y criterio del operador,
por lo que se ie considera un método subjetivo, ademas de que los
patrones de inmunofiuorescencia no permiten identificar los
autoantigenos involucrados en el padecimlento. Por lo anterior se han
desarroliado otras técnicas que utilizan antigenos purificados, con
objeto de obtener reactividad soélo hacia ios autoanticuerpos
especiflm. Desafortunadamente esto Impide que sean identificados
otros autoanticuerpos que pudieran ser Importantes como
marcadores de enfermedad, por lo tanto estos métodos no ofrecen
gran ayuda diagndstica. En consecuencla y tomando en cuenta un
estudio previo realizado en nuestro laboratorio, en un grupo de
pacientes donde se comparod el método de IET con un extracto total de
células HEp-2 como sustrato, con el de ARN-IFI, se encontré que no
hubo correlacién entre ambos métodos, con respecto al tipo de
autoanticuerpos encontrados, pero si hubo asoclacién con (&

enfermedad (57). En el presente estudio se pretende por medio de
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analisis de Inmunoplot de los patrones de IET, caracterizar los
autoantigenos y determinar los autoanticuerpos utiles, como
marcadores de enfermedad reumdatica autoinmune. Esto nos permitira
determinar por estudios prospectivos su relacién con las
manifestaciones ciinicas durante ia evolucion de ias diferentes ERAI,
y utilizar este conocimiento como apoyo diagnéstico, prondstico y

terapéutico.
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4 Osuerivos

4.1. 0BJETIVO GENERAL
-identificar autoantigenos de Importancia dlagnéstica en

enfermedades reumaticas de posible etiologia autoinmune.

4.2, DBJETIVOS PAATICULARES

-Obtener sueros de pacientes con ERR! y de individuos sanos.

-Reaiizar IET de los sueros utilizando como sustrato un extracto
total de células HEp-2

-Caracterizar a los antigenos reactivos de acuerdo a sus masas
relativas (Mr), y obtener su frecuencia de reactividad en pacientes y

en individuos sanos.

-Comparar por inmunoplot ios perfiles de reactividad antigénica

de enfermos e individuos sanos.

-Definir el origen nucliear y citoplasméitico de los antigenos

reconocidos de las céiuias HEp-2 .



5 MatEniaL v MeTopes

S.1. OBTENCION DEL ETC-HEp-2.

La clona de células HEp-2, proveniente de carcinoma laringeo
humano, fue proporcionada por el Laboratorio de Ulrologia de la
Facultad de Medicina, U.N.A.M., donde se mantenia en nitrégeno
liquido (-195 °C) contenida en viales con solucién criopreservadora
(glicerol 286%, suero fetal bovino <SF8> 30% en APMI-1648) . Para
expander la clona, las células se descongelaron en baffo maria a 45 °C
y se cultivaron en medio de APMI-1640 (GIBCO) pH 7.4, suplementado
con 3% de SFB Inactivado y 188 ug/ml de antibidtico-antimicético
(Sigma), incubados a 37 °C en ambiente de C02 al 5% en alre por 96 h,
hasta obtener un 180% de confluencia. La monocapa se lavé con un
amortiguador salino de fosfatos (P8S) 8.1M adicionado con EDTA al
0.82% pH 7.4; se desprendio de la botella de cultive con 8.5 mi de una
solucion de tripsina-EDTA pH 7.4 (Sigma), se dejo 38 seg a
temperatura ambiente, y se sacudio la placa para despegar la
monocapa (61). Las células asi obtenidas se centrifugaron a 488 g por
S min y resuspendieron en el minimo volumen de PBS-7.4 adiclonado
con 8.5 mM de fenli metil suifonll cloruro (PMSC). Después de lisar las
células por congelacléon y descongelacion, se cuantifico |la
concentracién de proteina por el método de Lowry y col. (62), como

se describe a continuaclon. A partir de una solucién de albumina
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humana que contenia 188 ug/ml, se elabor6 una curva de referencia
con 100, 58, 25 y 12.5 ug de proteina/ml. El antigeno del ETC HEp-2,
se diluyd 1:10, 1:50, 1:188 con Na@H @8.IN en voiumenes de 1mi; a
todos los tubos, incluidos los de la curva de referencia, se les afiadio
3 ml de una solucién compuesta por la mezcla de 18 Uol de carbonato
de sodio al 2% en NaOH @.IN, | Uol de tartrato doble de sodio y
potasio al 2%, y | Uol de CuS04 al 1% y se mantuvieron a temperatura
ambiente por 18 min; posteriormente se adiciond 8.3 mi del reactivo
de Foiin-Ciocaiteu diiuido 1:2 y se incubé por 38 min a temperatura
ambiente. Las iecturas se realizaron en un espectrofotometro (Cari
Zeiss) a 7586 nm de longitud de onda, las densidades opticas (D.0)
obtenidas de la curva de referencia se graficaron contra ia
concentracion (upg/mi) correspondiente. E1 ETC-HEp-2 se ajusté a una
concentracion de 588 g/ mi de proteina, en amortiguador Tris (Tris
base 31 mM, glicina 47 mM y SDS 8.8 mM) pH 8.3, y se aimacend en

alicuotas a -28 °C.

5.2. SUEROS.

Se obtuvieron 126 sueros de pacientes con diversas ERRI del
Servicio de Reumatologia del Hospital de Especiaiidades Centro
Médico la Raza del (MSS. De éstos, 85 sueros correspondieron a
paclentes con LES, diagnosticados cliinicamente de acuerdo a los

criterios de ciasificacion &el Colegio Americano de Reumatologia (RCR)



(63); 18 fueron clasificados como EMTC (64), S como RR (65); 5 como
ESP, (66); 5 como DM/PM (67,68) y 18 como SSp (69). Se incluyeron
como controles 48 sueros de sujetos clinicamente sanos. El
diagnostico clinico en todos los casos, se apoyé en pruebas de
laboratorio, como la IFl sobre un sustrato de células HEp-2 para la
deteccion de anticuerpos antinucleares (43), la IFl sobre un sustrato
de Crithidia lucilise para |a busqueda de autoanticuerpos Anti-nDNA
(708) y la cuantificacléon nefelomeétrica de las fracciones séricas C3 y

C4 del complemento (nefelometro-laser de Behring).

5.3. IET DEL EVC-HEp-2.

La electroforeésis en gel de pollacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (PAGE-SDS), se realiz6 de acuerdo al método discontinuo de
Laemmll (71), para lo cual se emplearon placas verticales de 18 § 16
cm y 1.5 mm de espesor. El gel separador (inferior) se preparé al
12.5%, empleando 41.7% de stock de acrilamida al 38%; 16.7% de
stock de bis-acrilamida al 2%; 37.5% de Tris base pK 8.8 1 M; 0.5% de
stock de SDS al 20%; 3% de agua deslonizada; 8.3% de stock de
persuifato de amonio <RPS> al 18%. La mezcla se desgasifico con
vacio y agitaclon por S min y se afladié 0.85% de N,N,N',N'-
Tetrametilendiamina (TEMED). El gel concentrador (superior) fue
preparado al 3.75% con 16% del stock de acrilamida al 38%; 6.7% del
stock de bis-acrilamida al 2%; 11.84% de tris base | M pH 6.8 ; 8.5%



del stock de SOS al 20%; 64.4% de agua desionizada; 8.47% del stock
de APS al 18%, la mezcla se desgasifico durante 5 min al vacio con
agitacion y se afiadio 0.i1% de TEMED. EI ETC-HEp-2, se diluyod 1:2 en el
amortiguador de muestra (Tris-HCI 58 mM, pH 6.8, glicerol al 25%
<Uoi/lol>, SDS al 2%, plronina "Y* <Bio-Rad> al 0.82%), con 0-
mercaptoetanol al 5%, se sometio a ebuiiiclon durante 5 min, y se
aplicé en toda la canal a una concentracion final de 250 ug/ ml. Se
emplearon marcadores de bajo peso moiecular (fosforiiasa b, 94,800
Da; albimina sérica bovina <BSR>, 67,808 Da; ovoalbitmina, 43,000 Da;
anhidrasa carbonica, 30,000 Da; Inhibidor de tripsina, 20,000 Da y
lactoalbamina, 14,400 Da, Pharmacla). El corrimiento electroforético
se realizo en amoﬂlguador de Tris (Tris base 25mM, giicina 192 mM y
S0S 0.1%, pHB.3), a 28 mA y corriente constante por 38 min para el gel
superior y 40 mR pof 5 h para el gel inferior. Para evidenciar ias
bandas proteicas, una parte del gel se tifio con azul de Coomassie
(72), y el resto se utilizo para realizar |a electrotransferencia, de
acuerdo a el método‘de Towbin y col. (73). Las proteinas del ETC HEp-2
separadas por PRGE-SDS, fueron electrotransferidas a una membrana
de nitroceiulosa -de 8.45 micrones (Blo-Rad) en amortiguador de
transferencla (Trisma-base 8.825M, glicina 0.192M, metanol 208%,
pH=8.3), a 24 UV y voltaje constante durante 2 h, Para comprobar ia
transferencia, parte de la membrana se tifio con tinta India diluida
1:40 en PBS pH 7.2, por 1 h; el resto de ia membrana de nitroceluliosa
se bioqued con una soiucion de PBS-tween 28 (8.85%) - BSA (3%), pH

7.2 y se Incubé por 1 h a 37 °C. Las membranas se conservaron en
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seco a -20 °C.

Para realizar el inmunoblot, los sueros tanto de pacientes como
de individuos sanos se diluyeron 1:758 en amortiguador para muestra
[PBS-tween 28 (8.3%) - BSA (8.1%), pH7.4]. Sobre las tiras de
nitrocelulosa que contenian ias diferentes fracciones antigénicas dei
ETC HEp-2, se apilicaron por separado con cada uno de ios sueros
diluidos por triplicado e incubaron durante 18 h a 4 °C. Las tiras se
iavaron con PBS-tween 20 (8.3%), pH 7.4. Posteriormente se adiciont
como segundo anticuerpo un anti-gama humana (IgG+IgR+IgM)
obtenido en cabra y conjugado a peroxidasa de rabano (Zimed),
diluido 1:20080, ei cuai se incub6 por 2 h a 37 °C. La reaccion se revelo
con 4-cioro 1-naftoi (Sigma) y perhidroi (Merck). La Mr de los
antigenos de Interés se calcui6 por el analiisis de regresion iineal,
para io cual primero se obtuvieron los factores de referencia (Rf) por
medio de ia relacion de la distancia de migracion del antigeno, entre
la distancia de migracion del frente del coiorante, los cuales se
graficaron contra el logaritmo de {a Mr del peso molecular de

referencia correspondiente.

5.4.0BTENCION DE LRS FRACCIONES NUCLEAR ¥ CITOPLASMATICA DE LAS
CELULAS HEp-2.

Se realizo de acuerdo al método descrito por Hinterberger y col.

(74), modificado por Westgeest (75). Las células HEp-2 cuitivadas, se
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cosecharon y lavaron, posteriormente se les adicion6 amortiguador
isotonico [KCI 98 mM, NaCl 18 mM, buffer de fosfatos 58 mM pH 1.5,
EDTA 1mM y Nonidet P-48 (8.5%) Uol/Uol, PMSC ImM], seguido de la
disgregacion por su paso a través de una aguja de 1.2 ¥ 48 mm. Se
confirma la lisis celular por observacidn microscapica de los nucleos
liberados. Ei lisado se centrifugé en un gradiente de sacarosa
[sacarosa 860 mM, KCI 25 mM, EDTA | mM, Nonidet P-48 (1%) Uoi/Vol,
fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 1 mMI por IS5 min a 2088 g. El
sobrenadante correspondid a la fracclion citoplasmatica y el
sedimento a la fraccién nuclear. Los nucieos se resuspendieron en
solucion de Tris (Sml de NaCl 118 mM, MgCI2 1.5 mM, Tris 18mM pH
1.5, sacarosa 258 mM, PMSF | mM), y ambas fracciones se sometieron
a congeiacion y descongelacién, con objeto de que las fracciones
protéicas tuvieran el mismo procesamiento que el del ETC-HEp-2
utilizado en la IET, para después por el método de Lowry y col.

cuantificar y ajustarla concentracion de proteina a 508 ug/ml,

5.5. ELECTOFORESIS DE LAS FRACCIONES NUCLEAR ¥ CITOPLASMATICA DE
LAS CELULRS HEp-2.

La fraccion nuclear y cltoplasmatica, asi como el ETC-HEp-2, se
corrieron por PAGE-SDS en mini geles de Blo-Rad. El gel separador

(inferior) al 12.5%, y el gel concentrador (superior) al 3.75%. El ETC-
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HEp-2, asi como las fracciones nuclear y citopasmatica se diluyeron
1:2 en el amortiguador de muestra en presencia de B-mercaptoetanol
al 5%, se sometieron a ebullicion por 5 min, y se aplicé en el gel cada
antigeno a una concentracién final de 2.5ug/18ul; al mismo tiempo
se ensayaron los marcadores de bajo peso molecular. £l corrimiento
electroforético se realizé en amortiguador de corrida Tris, pH8.3, con
un voltaje constante de 158 U para dos geles, durante lh; para
evidenciar en los geles las diversas bandas proteicas se tifieron con
azul de Coomassie (72).

5.6.ANALISIS POR INMUNOPLOT.

En los graficos de inmunoplot de frecuencias simples o
frecuencias de reconocimiento (76) se comparo la frecuencia (%) de
reactividad de los sueros de individuos enfermos con la de los sanos,
que reaccionaron con cada una de las bandas del antigeno £TC HEp-2,
determinados por su Mr, en las tres regiones que para fines de
estudio se dividié el patrén de inmunoblot (107-58 kDa, 48-21 kDa y
de 28-14 kDa).
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6 Resuvrranos

6.1. PATRONES DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA OE PACIENTES CON
ENFERMEDADES AEUMATICAS AUTOINMUNES ¥ CONTROLES SANOS.

Los patrones de IET, resultantes de la reactlividad entre los
sueros de los 1280 pacientes con diversas EAA) y los antigenos
presentes en el ETC-HEp-2, fueron muy diversos, mostrando
diferencias en cuanto a numero y localizacion de las bandas
antigenicas (Fig.3-a). En promedio los sueros de los pacientes
reaccionaron con unas 18 bandas.

El patréon de inmunoblot de los 48 sueros de individuos sanos, en
su mayoria mostré reactividad con os antigenos de peso molecular
superior a 58 kDa. Sin embargo, hubo muy poca reactividad por
debajo de los 50 kOa, a excepcion de un suero que mostro
reconocimiento de un antigeno de 18.2 kDa (Fig.3-b, fiecha). En

promedio, ios sueros controles reaccionaron con unas 3 bandas.
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6.2. DETERMINACION DE LA Mr ¥ ENUMERACION DE LRS BANDAS
ANTIGENICAS,

Con el objeto de diferenciar en cada paciente la diversa
reactividad de los distintos padecimientos, se dispusieron los
antigenos en tres grupos conforme a su Mr. En primer lugar se
analizaron las bandas antigénicas localizadas entre los 50 y 107 kDa
(Tabia 1). En esta regidn se encontro en todos los casos estudiados,
una amplia reactividad de autoanticuerpos, inciuso en los sueros de
los Individuos sanos, con presencia de numerosas y variadas bandas
que Impidieron observar posibles antigenos de Importancia
diagnostica. Es de hacer notar que ia banda de 50 kDa di6 una
reactividad en 118/120 sueros de pacientes y en 37/48 sueros de
sujetos normales.

En segundo iugar se investigaron ias bandas antigenicas
comprendidas entre 4B y 20 kDa (Tabla 2). La reactividad en esta zona
mostré que los pacientes con LES presentaron mayor numero de
autoanticuerpos en comparacion a las demas ERAl estudiadas; sin
embargo, aigunas de las enfermedades como el EMIC y el SSp
mostraron algunas de estas bandas probablemente por su relacion
con LES. La banda de 37 kDa mostré una alta reactividad en 96/120
sueros de los pacientes y en 8/40 sueros de los individuos sanos.

En tercer lugar se estudiaron ias bandas antigénicas con pesos
moleculares entre 20 y 14 kDa (Tabla 3). Estos antigenos reaccionaron

con la mayoria de los sueros de sujetos enfermos, y s6lo en una
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ocasion con uno de los sueros de los individuos sanos. El antigeno de
19.5 kDa permitié discriminar entre enfermos y sanos ya que fue
reconocido por 99 de 128 sueros de enfermos y por ninguno de ios 48
sueros controles. Resuitados semejantes se observaron con ei
antigeno de 18.2 kDa, reconocido por 104 de 120 sueros de enfermos
y por solo un suero controi.

En resumen, la region de 14-28 kDa, presenta la mayor
especificidad ya que 119/128 pacientes y 1/48 individuos sanos
maostraron reaccion en esta zona. El paciente que no reconocié bandas
en esta reglon tenia diagnéstico de AR. Los antigenos de 58 y 37 kDa
por mostrar gran reactividad con los sueros de individuos sanos,
fueron exciuidos para evaluar ia reactividad de las tres regiones
(Tabia 4).
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|

IET PACIENTES SUJETOS
(kDa) LES | AR | EMTC ESP PM / DM SSp | NORMALES
187 1 - | - - - - -
186 4 - - - - 1 -
105 5 1 - - - 1 -
103 4 1 - 1 - 1 1
102 7 - 1 - - 1 -
101 20 -] 2 - 1 2 3
94 9 1 1 - - - -
93 " 1 2 - - 1 1
92 22 - 1 - 3 4 1
8@ 19 -1 4 4 1 3 5
84 17 -1 2 - - - 2
80 10 -1 2 4 - - 2
78 15 -] 2 - 1 2 -
71 2 - - - - - -
76 29 1 - - 1 3 2
15 23 113 - - 5 "
n 26 1] 4 2 1 3 6
70 15 1] 4 1 - 4 7
67 50 1| 4 - 1 3 7
65 36 33 3 - 2 7
63 9 1] 3 1 - 4 6
59 19 -1 3 4 2 3 7
58 19 2 | 3 - 1 3 3
55 18 1] 3 1 3 1 -
52 4 -l - - - 2 -
50 83 18 S 5 18 37
TOTRL | 85 S| 18 5 5 18 40

Tabla 1. NUmero de pacientes con diversas ERRl y de sujetos normales, que
reaccionaron por |ET con cada uno de los antigenos del ETC HEp-2, en fa region
enire 50 kBa y 107 kDa.
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1eY PACIENTES SUJETOS
(kDa)|  LES| AR |EMIC ESP | PM/OM | SSp | NORMALES
48 e|- | - - - 2 -
46 221 | 2 1 1 3 1
44 8 |- | - - - 4 -
43 15)- |1 - - 1 1
41.5 18| - |1 - - - -
48 7- |1 - - - -
58 5 |- | - - . 2 -
37 64 |4 | 6 5 4 5 8
35 15~ |1 - - 2 -
34 ni- |2 1 2 3 -
33 4| - | - - 1 -
32 131 |2 - 1 5 -
51 e |1 | - - 1 2 -
30 4 |- | - - - - -
29 25 |- | 2 - - - -
|28 26 | - | 2 - - - -
27 8 |- | - - - - -
26 6|- | - . - - -
24 e |- | - - - - -
22 - |- . - 1 -
TOtAL| 85 (5 | 18 5 5 10 48

Tabla 2. Nimero de pacienies con ERAI y de sujetos normaies, que reaccionaron
por IET con cada uno de ios antigenos del ETC HEp-2, en 1a regién comprendida

entre 20 y 48 k0a.
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IET PACIENTES SUJETOS
(kDa) LES [ AR |EMTC ESP PM/OM | SSp | NORMALES
19.5 69 ( 4 8 5 4 9 -

18.2 73 | 3 9 5 5 9 1

17.8 52 |2 7 - 2 2 -

16.9 18 | - 3 - 1 - -

15.8 |- - - - - -

15.5 2 | - - - - - -

14.1 15 (1 2 - - 2 -
TOTAL 85 (5|18 5 5 |18 40

Tabla 3. Numero de pacientes e indluiduos sanos, que reaccionaron por IET con
fos antigenos del ETC HEp-2 con peso molecular entre 20 y 14 kDa.

ERAI NUm PATAON DE IET (Bandas en kDa)
Total 94-52 58 37 | 48-21 19.5- 14.1

LES 85 85 83 64 | 80 85
AR S ] S 4 1 4
ESP ] ] 5 5 1 5
PM/OM S 5 ] 4 2 5
EMTC 10 9 10 6 4 10
SSp 18 10 10 6| 18 10
Total 120 119 120 89 | 98 119
sanos 48 29 37 e 3 1

Tabla 4. Nomero de sueros de pacientes con alguna de las ERAI estudladas, que
reaccionaron con los antigenos de cada una de las reglones determinadas por el
peso molecular.
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6.3. ANALISIS PORA INMUNOPLOT DE LAS BANDAS ANTIGENICAS
RECONOCIDAS PORA LOS PACIENTES ¥ LOS SUJETDS SANOS.

Mediante el analisis grafico de inmunoplot de frecuencias
simples o frecuencias de reconocimiento (%), se realizo |la
comparaciéon (tabia 1,2 y 3) entre los antigenos del ETC HEp-2 de las
regiones estudiadas, con ios sueros de los distintos grupos de
pacientes y su relacion con la frecuencia de reactividad de los sueros
de individuos sanos. La region de 187-50 kDa (Fig. 4-R), mostré en
general reaccién cruzada, ya que se observaron bandas tanto en los
sueros de pacientes como en los sueros de individuos sanos. Las
bandas especificas de enfermedad se registraron en mayor numero
con antigenos de Mr menores de 58 kDa (Fig.4-B y C), mientras que
los sueros control ocasionaimente mostraron reactividad. Las bandas
antigénicas que presentaron mayor frecuencia de reaccion, en sueros
de pacientes con cuaiquiera de ias ERRJ, se encontraron en la region
de 14 - 20 kDa ya que éstos poseian autoanticuerpos hacia aigunos
de estos siete antigenos (Fig.4-C). Las frecuencias de reconocimiento
en esta zona fueron: antigeno de 19.5 kDa, 82%; de 18.2 kDa, 87%; de
17.8 kDa, 54%; de 16.9 kDa, 18%; de 15.8 y 15.5 kDa, i%, y de 14.125
kDa, 17%. Como ya se menciond, ei 97.5% de los sueros de ios
individuos sanos no reconocieron antigenos en esta zona, y
solamente un suero (2.5%) identific6 ia banda de 18.2 k0a.
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6.4. ANALISIS POR INMUNOPLOT DE LAS BANOAS ANTIGENICAS
RECONOCIDAS POR SUERDS OE PRCIENTES CON LES Vv DE
INDIUIDUDS SRNOS.

El andlisis se llev6 a cabo graficando la frecuencia de
reconocimiento de los sueros de pacientes con LES y de sujetos sanos
(ver tabla 1) de las bandas antigénicas detectadas en la region de 187
@ 50 kDa (Fig. 5-R). Los antigenos reconocidos por los sueros de
pacientes con LES y no por los controles,fueron los correspondientes a
las Mr de : 48, 44, 41.5, 40, 38, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 24
y 22 kDa. Dentro de ellos se localiza el antigeno de Sm (28-29 kDa) y
el antigeno La (48 kDa). Otros antigenos mostraron bandas
especificas de enfermedad, aunque con frecuencla reducida (18%),
por lo que no se consideraron antigenos de importancla diagnéstica.
Asi mismo, se pueden observar multiples bandas de reactividad
cruzada, en las que destaca la de 50 kDa que presenta una frecuencla
de reconocimiento cercana al 180%. En la region de 48 a 208 kDa (Fig.5-
B) sobresale el antigeno de 37 kDa que muestra una frecuencla de
reconocimiento elevada tanto en los pacientes como en los controles.
Del andlisis gréfico (Tabla 3) de la region de 2@ a 14 kDa, se observa
una frecuencia elevada de reconocimiento con ios sueros de los
pacientes, particularmente en los antigenos de 19.5 kDa y 17.8 kDa
por lo que se consideran bandas especificas de enfermedad (Fig. 5 C).
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6.5. ANALISIS PDRA INMUNOPLOY DE LAS BRANDAS ANTIGENICAS
AECONDCIDAS POR SUEROS DOE PACIENTES CON AR Y O
INDIDIDUOS SANOS.

Aunque el numero de pacientes es reducido, se aprecla que el
comportamiento del inmunoplot es similar al observado en los
paclentes con LES en la regién de 187 a 58 kDa y de 14 a 28 kDa (Fig.6-
A y C). En camblo, ia reglon de 28 a 48 kDa (Fig.6-B), no es relevante
ya que sdlo los antigenos de 31 kDa y de 32 kDa, aunque especificos
de enfermedad, lo hacen con una frecuencia reduclda; ademas,
también son detectados en los sueros de pacientes con LES, por lo que

no se les consideré significativos para el diagndstico de AR,
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6.6. ANALISIS POR INMUNOPLOT OE LAS BANDAS ANTIGENICAS
RECONOCIDAS POR SUERDS OE PACIENTES CON EMTC ¥ DE
INOIDIOUOS SANODS.

Las gréficas mostraron las mismas caracteristicas en las
diferentes regiones (Fig.7-A y C). En 1a regi6bn de 107 a 50 k0a la
mayoria de los antigenos presentaron bandas de reaccion cruzada y
en la reglon de 20 a 14 k0a la mayoria presentaron banda especifica
de enfermedad, obteniéndose la mayor frecuencla, con algunos de
estos antigenos. En la regién de 48 a 28 k0a (Fig.7-B) se observaron
numerosas bandas especificas de enfermedad, pero la mayoria de
elias se encontré también en paclentes con LES, con excepcion del
antigeno de 35 kDa, que se presenté con una frecuencia de
reconocimiento sélo del 10%, por lo que no se considero significativa,
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6.7. ANALISIS POR INMUNOPLOT DE LAS BANDRS ANTIGENICAS
RECONOCIDRS POR SUEROS OE PACIENTES CON ESP Vv DE
INDIUIDUDOS SANOS.

Aunque la grafica muestra que la mayoria son bandas de
reacclon cruzada, llaman la atencién dos de ellas, una de 88 kDa y
otra de 88 kDa por su elevada frecuencia de reconocimiento (88%)
(Fig.8-A). La regién de 48 a 20 kDa mostro sé6lo tres antigenos
especificos de enfermedad, comunes con LES (Fig.8-8) y en la region
de 14 a 20 kDa (Fig.8-C) solo se encontré ei antigeno de 19.5 kOa

como banda especifica de enfermedad en el 188% de |os casos.
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6.8. ANALISIS POR INMUNOPLOT DE LAS BANDAS RNTIGENICAS
RECONOCIDRS POR SUEROS OE PACIENTES CON PM/DM V¥V DE
INDIDIDUOS SANODS.

La representacion grafica de ia region de 187 a 50 kDa, (ndica
que la mayoria de los antigenos dieron, como en los demas
padecimientos, bandas de reaccion cruzada; sin embargo, destaca una
banda especifica de enfermedad de 55kDa, que se presentd con una
frecuencia dei 68% (Fig.9-R), y que en LES fue menor dei 18%. La
region de 48 a 28 kDa mostré sélo un antigeno especifico, aunque
comun con LES (Fig.9-B). Como en las otras enfermedades estudiadas,
la region de 14 a 28 kDa mostré ser nuevamente la de mayor
frecuencia en banda especifica de enfermedad, aunque s6lo presento

reactividad con cuatro de ios antigenos de esta zona (Fig.9-C).
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6.9. ANALISIS POA INMUNOPLOT DE LAS BANDAS ANTYIGENICAS
RECONOCIDAS POR SUEROS DE PRCIENTES CON SSp Y DE
INDIVIDUOS SANDS.

Las tres reglones estudiadas presentan similitud con las
gréficas de LES, aunque sobresale el antigeno de 32 kDa que muestra
una frecuencia del 58% en $Sp (Fig.10-B). La regién de 187 a 50 kDa
presenta los antigenos de 52 y 78 kDa que en pacientes con $Sp
aparece con una frecuencia sspecifica del 20% (Fig.18-R). En la regién
de 14 a 20 kDa (Fig.18-C), hay séio reactividad a cuatro de los
antiganos; donde el de 19.5 kDa muastra una frecusncla especifica
del 90'%.
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44



6.10. ANAISIS FACTORIAL ENTRE PRACIENTES CON ERAI ¥ SUJETOS
SANOS EN LAS TRES REGIONES DE LR 1ET,

Oebido a que uno de los objetivos de este proyecto es el
Identificar el conjunto de antigenos reconocides unicamente por
autoenticuerpos presentes en susros de pecientes con diverses ERRI,
se puso mayor etencion a los entigenos comprendidos entre 14 y 20
kDa. En este grupo se encontraron siete antigenos que al ser
comparados entre si 0 con los existentes en las otras dos zonas del
patron de IET, se pudo deducir en forma Indirecta, que los
autoanticuerpos implicados no prasentan reaccion cruzada con los
sntigenos de las otras dos regionss, asi como tampoco entre elles. En
los diferentes patrones de IET astudiados se llegb a encontrar e
cualquiera de sstos antigenos en susancia de todos los demss. La
slsvada resctividad entigénics en la zona de 14 e 20 kDe, de los

susros de pecientes con diversas ERRI, al ser analizada

SUJETOS Mr DE LRS BANDAS (kDs)

107-50 48-21 20-14
ERAI 106% 82% 99%
SANOS 73% 8% 2.3%

Teble 5. Resuman de las frecuencias de reconocimiento de los sueros de
pacientes y controles normalas, por los antigenos del ETC HEp-2 en las tres
regiones del patron da IET.
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estadisticamente por |a prueba de disefio factorial 2 K 2 (77), resulté
con una frecuencia del 99% para el grupo en estudio, aun Incluyendo
aquellos pacientes reportados como seronegativos por otras técnicas
de laboratorio para la deteccion de RAN, como la IFl; el 1% restante
correspondié a un sujetos con AR que no dlé bandas a este nivel
(Tabla 5). La frecuencia en la regién de 20 a 48 k0Da es del 82% para
los pacientes y del 8% en los controles. En ia zona comprendida entre
S8 a 107 kDa es de! 180% en las diversas ERAI y del 73% en los
sujetos normales.
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6.11. IDENTIFICRCION ELECTROFORETICR OE LAS FRAACCIDNES
NUCLEAR ¥ CITOPLASMATICA OE CELULAS HEp-2.

Como (a regién de 14-26 kDa es donde se encuentran los
antigenos de mayor Interés, por su elevada frecuencia de reactividad
especifica, se procedié a determinar cual era el origen celular de
estos antigenos (Fig.11). Las fracciones nuciear y citoplasmatica, de
las células HEp-2, sometidas a corrimiento electroforético en PAGE-
SOS al 12.5% indicaron que los antigenos comprendidos en la region
de 20 a 14 kDa se localizan primordialmente en la fraccién nuclear, la
cual a este nivel presenté una mayor concentracién y numero de
bandas, que la fracclén citoplasmatica donde fueron escasas y de
baja concentracién. Cuando estas PRGE-SDS se compararon con las (ET
con ETC HEp-2, se encuentré que posibiemente ios antigenos entre 14
@ 20 kDa corresponden a las proteinas de origen nuclear.
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Fig. 11. PRGE-SDS a1 12.5% con ETC HEp-2 comparado con (a) entracto nuclear y (b)
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7 Discusion

El analisis de reconocimiento por IET de los antigenos del EYC
HEp-2 por los sueros de pacienres con ERAI y de sujetos sanos, indica
que |a region de 20 a 14 kDa muestra en la mayoria de los
padecimientos, bandas especificas de enfermedad, algunas con una
frecuencia de 98 a 180%; solamente uno de los pacientes con RR no
reacciond con estos antigenos, probablemente debido a que los
autoanticuerpos caracteristicos de esta enfermedad, estin dirigidos
hacia ta inmunogiobuiina 1gG; los demas pacientes con AR si
presentaron bandas en esta region, por lo que resuita de interés
determinar la presencia o ausencia de estos autoanticuerpos que
pueden tener relacion con la evolucion del padecimiento.

La region entre 107 a 5@ kDa, presenté muitipies bandas de
reaccion cruzada en ia mayoria de los casos, por io tanto esta region
no se considera de importancia diagnostica. Otras bandes como las de
88 y B8 kDa que se presentan en los pacientes con ESP con une
frecuencie del 8@%, con Mr simliar a la de aigunos antigenos ya
descritos en escieroderma; es de notar que estos antigenos fueron
reconocidos por el 15% de los sujetos normaies. En este caso seria de
interés por una parte determinar por el método de foco isoeiéctrico ia
existencia de antigenos que pudieran tener una misma Mr pero
diferente punto isoeléctrico y por otra, si estan comprometidos tanto
autoanticuerpos naturaies como marcadores de enfermedad. Los

sueros de pacientes con PM/DM reconocieron un antigeno de 55 kDa,
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con una frecuencia de! 60 %, el cual posiblemente corresponde al
antigeno Jo-1 ya descrito (53). Las bandas antigénicas que
sobresalieron por su aita frecuencia reactividad cruzada fueron (a de
506 y ia de 37 kDa; por lo que no se les considerd de importancia como
marcadores de enfermedad. No se considerd conveniente emplear una
dilucién superior a 1:750, para eliminar la reactividad de los sueros
normales debido a que se perdia sensibllidad para detectar los
autoanticuerpos marcadores de enfermedad en las otras regiones.

En la region de 48 a 28 kDa, se encontré un mayor numero de
antigenos y bandas especificas de enfermedad en pacientes con LES,
en comparaclon con los otros padecimientos; algunos antigenos se
pudieron Identificar por su Mr, como el de 28-29 kbDa
correspondientes al antigeno Sm y el de 47 kDa correspondiente a
$$8/La; sin embargo, esta region no se considera importante para
idantificar otro tipo de ERRI, ya que en ocasiones los pacientes no
presentan raactividad en esta zona. Con diferente frecuencia de
reconocimiento se han encontrado antigenos en diversas
enfermedades como el de 34 kDa en LES, EMTC, ESP, SSp y en PM/DM,
siendo mas en aiguno mas relevante que en los demas, como sucede
para PM/DOM donde ia frecuencia 48%, por io que puede ser de interés
su presencla como caracteristica de enfermedad. Es necesario
trabajar con un nOmero mayor de muestras para definir la validez de
este hallazgo.

La frecuencla de reactividad de los antigenos de las tres

reglones del ETC HEp-2 con los sueros de pacientes y del grupo
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control en el diseifo factorial 2 x 2, mostré que la mayor diferencia
se registra entre 14 y 20 kDa (96.5%), lo que le di6 a esta regién una
importante significancia diagnéstica. La frecuencia en la region de 21
a 48 kDa fue del 78%, considerandose también de importancia
diagnéstica, ya que como se observa en el inmunopiot, la mayoria de
los autoanticuerpos pertenecieron a pacientes con LES; en cambio la
region de 58 a 187 kDa muestra una diferencia de frecuencia del 27%,
indicando que por esta metodologia, la determinacion de los
antigenos en esta region no ofrece mucha utilidad diagnéstica.

Los antigenos localizados en la reglén comprendida entre 14 y
20 kDa, corresponde a los antigenos buscados, ya que reacclonaron
con los autoanticuerpos contenidos en los sueros de la mayoria de los
pacientes con diversas ERA! Incluidos en el presente estudio, los
cuaies no tuvleron reactividad con ios sueros de los sujetos sanos. En
esta reglon, se detectaron siete bandas que al ser comparadas entre
si 0 con las existentes en las otras dos reglones, se encuentra en
forma Indirecta, que los autoanticuerpos implicados no presentan
reaccion cruzada con los antigenos de las otras dos regiones, asl
como tampoco en la misma region. En los diferentes patrones de IET
estudiados, se observé que cuaiquiera de estas slete bandas
antigénicas se presenta aun en ausencia de todas las demas. Lo
anterior apunta ia gran heterogeneidad de la respuesta autoinmune,
manifiesta en ia gran diversidad de autoanticuerpos que se presentan
en cada uno de ios pacientes. Ademas de los antigenos reportados en

ia literatura, se observan muchos otros en los patrones de



Inmunoblot, cuya importancia diagnéstica se desconoce. Este grupo
de antigenos presente en la reglon entre 14 y 28 kDa reconocldos
sOlamente por los sueros de paclentes podria ser empleado en
pruebas tamiz para Investigar la presenclia de ERAI, particularmente
LES, ya que éstos constituyen el 786% de |a pobiaclon estudiada, y el
resto esta constituido por pacientes con AR, EMTC, ESP, PM/DM y SSp.
Por lo tanto es conveniente analizar una poblacion mas amplia de
estas uitimas enfermedades, y determinar qué otros autoanticuerpos
pueden ser de utilidad para el diagnodstico de las mismas.

Se han empleado extractos crudos de antigenos nucleares y
citoplasmiticos en pruebas de ELISA e Inmunodot, encontrandose
lecturas basales muy elevadas (78). Esta Inespecificidad puede ser
explicada por el presete estudio, ya que demuestra |a presencia tanto
de bandas protéicas en la reglon de 58 a 187 kDa, de Ia fraccion
nuclear como citoplasmatica hacla los cuales los sueros de sujetos
sanos muestran una elevada reactividad, probablemente por la
presencia de autoanticuerpos naturales. Estos representan un
inconvenlente al efectuar los ensayos de ELISR o Inmunodot, ya que
pueden ser los causantes de las lecturas basales tan elevadas, y es
por ello que la actual tendencla sea utilizar antigenos purificados.
Pero tal procedimiento no permite detectar el grueso de los
autoanticuerpos caracteristicos de enfermedad. Por tal motivo, se
intenté en el presente estudio purificar el grupo de antigenos del ETC
HEp-2 que reconocen el 99% de los pacientes con diversas ERRI, para

usarios en pruebas de ELISR o Inmunodot. £l alslamiento de estos
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antigenos con Sephadex G-75, no di6 buenos resultados (datos no
mostrados), por lo que se sugiere como alternativa de purificacién,
métodos mas complejos, como el de electroelucion después del
corrimiento del ETC HEp-2 por PRGE-SDS. La IET, tiene la ventaja de
servir como prueba tamiz y mostrar a ia vez un patrén
electroforético que pone de manifiesto bandas caracteristicas de
cada padecimiento, como las localizadas entre 21 y 48 kDa presentes
primordiaimente en los pacientes con LES. Rdemas, en [a imagen de
inmunoblot de cada paciente con multiples autoanticuerpos, se
identifican tanto antigenos ya reportados en la literatura como
algunos otros que aun no o estan. Por tanto, este método ofrece una
informacién mas amplla debldo a que permite que la alta
especificidad y sensibilidad de los autoanticuerpos del paciente
identifiquen a los antigenos presentes, que pueden ser
caracterizados por su Mr, a diferencia de ios métodos convencionales
actuaimente empieados.

Tanto IET con ETC HEp-2 como |a prueba de AAN-IFI reconocieron
una gama similar de autoanticuerpos, que permitio detectar
pacientes con sospecha de ERRI; No obstante ia IET brindé mayor
informacién respecto a la reaccién de los autoanticuerpos con sus
antigenos especificos , ademas de una mayor sensibilidad, ya que
detecté pacientes reportados como seronegativos por iFi. Por |0
tanto, 1a IET promete ser una prueba mas util que los RAN-IFi para el
al diagnéstico de pacientes con ERAL.

Es de interés determinar por IET, si la region entre 14 a 20 kDa
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es especifica de pacientes con ERAI, o si sueros de pacientes con
otras patologias, como neoplasias, hepatitis B o C, tuberculosis y
miocarditis, donde se han reportado anticuerpos antinucleares en un
28 - 58% de los casos(79), reacclonan también con esta regién .

Por la elevada frecuencia de reactividad de estos antigenos, en
particular jos de 19.5 y 18.2 kDa que se presentaron en mas del 88%,
seria de Interés valorar la importancia de los autoanticuerpos en las
manifestaciones clinicas de los diversos padecimientos autoinmunes.

£l andlisis y caracterizacion de los diferentes patrones de IET
con ETC HEp-2 en cada paciente, permitira realizar seguimientos
prospectivos a largo piazo para evaluar cambios tales como
aparicion, permanencia o desaparicion de los autoanticuerpos,
resuitantes de ia evolucién natural de ia enfermedad o por efecto del

tratamiento.
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8 CoNCLUSIONES

-Los estudios de IET indican que los antigenos del ETC HEp-2 con
Mr entre 14-28 kDa son reconocidos por uno o varios autoanticuerpos
presentes en el 99% de los sueros de los pacientes con diversas ERRI

estudiados, y solo por el 2.5% de los sueros de los individuos sanos.

-En esta region ios sueros de los pacientes reaccionaron con ias
siete bandas, con ias siguientes frecuencias: el 82% correspondio a la
de 19.5 kDa, 87% a la de 18.2 kDa, 54% a 1a de 17.8 KDa,; 18% a la de
16.9 kDa,; 1% a ias de 158 y 15.5; 4y 17% a la de 14.125 kDa.
Solamente uno de los sueros de individuos sanos ensayados (2.5%),

dio reaccion con ia banda de 18.2 kDa.

-Por lo tanto, estas bandas antigénicas se consideraron
marcadores de enfermedad y su determinacion podria ser importante
como ayuda en ei diagndstico seroldgico de las ERAI, en especial del
LES.

-Se propone el uso de ios antigenos de 14 a 20 kDa en pruebas

tamiz, para distinguir pacientes con sospecha de ERAI.

- El patron de IET, en la region entre 28 - 48 kDa permite
diferenciar a pacientes con LES, mientras que no es concluyente para

las otras ERRI estudiadas, aunque la pobiacion fue reducida. La
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presencia del conjunto de autoanticuerpos en la region entre 14 a 20
kDa no permite diferenciar especificamente a cada una de las
enfermedades reumaticas estudiadas, ya que aun entre individuos

con un mismo padecimiento la respuesta es muy variada.

-La locallzacion aparentemente nuclear de estos antigenos no
descarta ia Importancia de los antigenos de la fraccion
citopiasmatica, donde se han encontrado aigunos que pueden servir
para clasificar subgrupos de estas ERRI, como son el anti-Ro (SS-R),
anti-Jo, anti-La (SS-B), el anti 56 kDa (54) y el anti-P ribosomal (88).
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metano

Uridina 1- Ribonucieoproteina

Uolts

Uolumen a voiumen

58



10 BierLiocrarin

1.- Nakamura R.,Nakamura M.C. y Ortiz-0rtiz L.: Conceptos actuales
de autoinmunidad y enfermedades autoinmunitarias. En Inmunologia.
Zambrano, S.A. Primera Ediclon, Ed. Interamericana McGraw Hill.
Ménico. p. 263-264, 1993,

2.- thriich, P., Morgenroth, J.: On Haemolysins. FIfth communication.
En: Translation in the Collected Papers of Paul Ehrlich. (Traduccién)
Wochenscher B.K., Pergamon, London. Uol.2 p. 246-255, 1957,

3.- Burnet, F.M.: A maodification of Jerne's theory of antibody
production using the concept of cional seiection. Aust. J. Sci. 28:67-
75, 1957,

4.- Schwartz R.S.: Rutoimmunity and autoimmune disease. En
Fundamental immunology. Paul, W.E. Third Edition. Raven Press L.T.D,,
New York. p.1833-1035, 1993,

S.- Lal, M.Z,, Jang, Y.J., Chen, LK., Gefter, M.L.: Restricted U-(D)-J
Junctional regions in the T-cell response to lambda-repressor
identification of residues critical for antigen recognition. J. Immunol.
144:4851-4856, 1990.

6.- Watamabe, F.R., Brannan, C.i., Copeland, N.G., Jenkins,” N.A.,
59



Nagata, S.: Lymphoproliferation disorder in mice explainded by
defects In Fas antigen that mediates apoptosis. Nature 356:314-321,
1992,

1.- Janeway, C.A. Jr.: The immune system evolved to discriminate
infections nonself from non infectious self. immunol. Today 13:1-9,
1992,

8.- Ahmed, $.R., Dauphine, M.J.,, Montoya, A.A,, Talal, N.: Estrogen
induces normal murine CD5+ B cells to produce autoantibodies. J.
immunol. 142:2647-2653, 1989,

9.- Okuyama, R., Abo, 7., Sekl, S., Ohteki, 7., Sugiura, K., Kusumi, A.:
Estrogen administration activates extratymic T-cell diferentiation in
the liver. J. Exp. Med. 175:661-667, 1992.

10.- Ansar-Ahmed, S., Perrhaie, W.J., Talal, N.: Sex hormones immune
responses, and autoimmune diseases. Mechanisms of sex hormones
action. Am. J. Pathol. 121:531-551, 1985.

11.- Mountz, J.0., Talal, N.: Retroviruses, apoptosis and autogenes.
Immunol. Today 14:532-535, 1993,

12.- Suzuki, H., Kundig, T.M., Furionger, C., Wakeham, A., Timms, E.,
Matsuyama, 1., Schmits, R, Simard, J.L., Ohashi, S.P., Griesser, H.,



Taniguchl, T., Paige, J.C., Mak, W.T.: Deregulated T cell activation and
autoimmunity in mice lacking interleukin 2 beta receptar. Science
268:1472-1476, 1995.

13.- Hahn, 8.H.: Suppression of autoimmune diseases with anti-
idiotypic antibodies: Murine lupus nephritis as a model. Springer
Semin. Immunopathol. 7:25-31, 1984,

14.- Wiillams, R.C. Jr., Malone, C.C., Huffman, G.R., Silvestris, F.,
Croker, B.P., Ayoub, E.M., Massengiii, S.. Rctive systemic iupus
erythematosus Is assoclated with depletion of the natural generic
anti-idiotipe (anti-F(ab')2) system. J. Rheumatol. 22, 6:1875-B5, 1995.

15.- Cohen, I.R., Young, D.B.: Autoimmunity, microbiai immunity and
the immunoiogical homuncuius. Immunol. Today 12:185-118, 1991,

16.- Aurameas, S.: Natural autoantibodies from Horror Autotonicus to
Gnothi Seauton. Immunol. Today 12:154-159, 1991,

17.- Ohno, S.: Many peptide fragments of ailen antigens are
homologous with host proteins, thus canallzing T-cell responses. Proc.
Natl. Rcad. Scl. U.S.A. 88:3865-3868, 1991.

18.- Wucherpfennig, K.W., Weiner, K.L., Hafler, D.A.: T- Cell recognition
of myelin basic protein. Immunol. Today 12:277-282, 1991.



19.- Barnett, L., Fujinaml, R.S.: Molecular mimicry: A mechanism for
autoimmune injury. FASEB J. 6:840-844, 1992.

20.- Dellabona, P., Peccoud, J., Kappler, J., Marrack, P., 8enoist, C.,
Mathus, D.: Superantigens interact with MHC class |l molecules
outside of the antigen groove. Cell 62:1115-1121, 1998,

21.- Herman, R., Kappler, J.l., Marrack, P., Pullen, A.M.: Superantigen
mechanism of T-cell stimulation and role in immune responses. Annu.
Rev. Immunol. 9:745-749, 1991,

22.- Peek, R, Westphal, J.A., Pruijin, 6.J.M., Uan Der Kemp, A.J.W.,
Uenrootj, W.J.: Rdenovirus infection induces loss of HLA Class | and
CD3 antigens, but does not induce cell surface presentation of the La
(55-8) autoantigen. Clin. Exp. Immunol. 96:395-4082, 1994,

23.- Zovall, M., Kalsl, J. and Isenberg, D.: Autoimmune diseases at the
maolecular level. Immunol. Today 14:473-476, 1993.

24.- Sauter, N.P.,, Atkins, M.B.,, Mier, J.WW., Lechan, R.M.: Transient
thyrotoxicosis and persistent hypothyroldism due to acute
autoimmune thyroiditis after interleukin-2 and interferon-alfa
therapy for metastatic carcinoma-f, case report. Am. J. Med. 92:441-
446, 1992.

2S.- Lorre, K., Karsan, R., Uan Vaek, F., 8oer, M.D., Ceuppens, J.L..

62



Interleukin-1 and B7/C0D28 Interaction regulate interieukin-6
praoduction by human T cells. Clin. Immunol. Immunopathol. 78:81-98,
1994,

26.- Seigneurin, J.M., Guilbert, B.,, Courgeat, M.J., Rurameas, S.:
Polyspecific natural antibodies and autoantibodies secreted by human
lymphocytes immortalized with Epstein-Barr virus. 8lood 71:581-584,
1988.

21.- B8ona, C.A, Uictor-Kabrin, C., Manheimer, J., Belton, B,
Rubenstein, L.J.: Reguiatory alms of the immune network. Immunol.
Rev. 79:25-44, 1964.

28.- Hurez, U., Kaveri, S. Kazatchkine, M.D.: Expression and control of
196 autoreactivity in normai human serum. Eur. J. Immunoi. 23:783-
789, 1993,

29.- Carson, D.AR.: Genetic factors In the etiology and pathogenesis of
autoimmunity. FASEB J. 6:2800-2805, 1992.

38.- Wieben, E.D., Madone, S.J., Pederson, 1.: Protein binding sites are
conserved in Ul smail nuciear RNA from insects and mammais. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.5.A. 80:1217-1225, 1983.

31,.- Shoenfeld, VY., Andre-Schwartz, J., Stollar, B.D.: Rnti-ONR

63



antibodies. En: Systemic lupus erythematosus, Lahita R.G., Ed. Wiley,
New York. p, 213-219, 1987,

32.- Fong, S§., Chen, P., Fox, R.i.: Rheumatoid factors in human
autoimmune disease: Their origin, deveiopment and function. Pathol.
immunopathol. Res. 5:385-311, 1986.

33.- Harley, J.8.: Autoantibodies are centrai to the diagnosis and
clinicai manifestations of iupus. J. Rheumatol. 21:1183-1185, 1994,

34.- Kaufmann, S.H.E.,, Schoeid, B., Embden, J.D.Rv., Koga, T,
Wandwurttenbreger, R., Munk, M.E., Steinhoff, U.: Heat-shock protein-
60: Impiications for pathogenesis of and protection against bacterial
infections. Immunol. Rev. 121:67-72, 1991,

35.- Minota, ., Koyasu, §., Yahara, Winfieid, J.: Autoantibodies to the
heat-shock protein HSP-9@ in systemisc iupus erythematosus. J. Ciin.
invest. 81:106-118, 1988.

36.- Yoshida, M., Yoshida, H., Muso, E., Tamura, T., Shimada, 7., Kawal,
C., Hamashima, ¥.: Clonotypic comparison of Ig6 anti-ONR antibodies
of heaithy subjets and systemic Ilupus erythematosus patients:
Studies on heterogeneity and avidity. Immunol. Lett. 15:139-144,
1987,

37.- Zarmbiski, M.A., Messner, R.P. Mandel, J.5.: Anti-dsONA antibodies

64



in laboratory workers handling blood from patients with systemic
lupus erythematosus. J. Rheumatol. 19:1380-1384, 1992,

38.- Harley, J.B., Gaither, K.K.: Autoantibodies. Rheum. Dis. Clin. North.
Am. 14:43-56, 1988,

39.- Rispaugh, M.A.,, Tan, E.M.: Antibodies to cellular antigens in
Sjogren's syndrome. J. Clin. Invest. 55:1867-1873, 1975.

48.- Sharp, G.C., Irvin, W.S., Tan, E.M,, Gould A.G. Hoiman H.R.: Mixed
connective tissue disease-an apparently distinct rheumatic disease
syndrome assoclated with a specific antibody to an extractable
nuclear antigen (ENR). Am. J. Med. 52:148-159, 1972.

41.- Van Venroolj, W.J., Stapel, S.0., Houben, H.: Scl-86, a marker
antigen for diffuse scleroderma. J. Clin. invest. 75:1853-1061, 1985.

42.- Hariey, J.B., Sestak, A.S., Wilils, L.G.,, Fu, S.M., Hansen, J.A,,
Reichiin, M.: R mode! for disease heterogeneity in systemic lupus
erythematosus: Relationships between histocompatibility antigens,
autoantibodies, and iymphopenia or renai disease. Arthritis Aheum.
32:826-836, 1989.

43.- Fritzler, M.J.: Immunofiuorescent antinuclear antibody tests. En:

Manual of Clinical Laboratory Immunology, N.t. Rose, H. Friedman, J.L.

65



Fahey, tEds. American Society for Microbiology, Washington. p. 733-
739, 1986.

44.- Kozin, F., Fowler, M,B. Koethe, S.M.: R comparasion of the
sensitivities and specificities of different substrates for the
fluorescent antinuclear antibody test. Am. Soc. of Clin. Pathol. 74:785-
788, 198e.

45.- Molden, D.P.,, Nakamura, R.M., Tan, E.M.: Standariztion of the
immunofiuorescence test for autoantibody to nuclear antigen (ANR):
Use of reference sera of defined antibody specificity. Am. J. Clin.
Pathol. 82:57-62, 1984.

46.- Tan, EM.: Diversity of antinuclear antibodies in progresive
systemic sclerosis. Arthritis Rheum. 23:617-625, 1986.

417.- Harley, J.B., Yamagata, H., Reichlin, M.: Anti-La (SS8) antibody is
present in some normal sera and is coincident with anti-Ro (SSA)
precipitins in systemic lupus erythematosus. J. Rheumatol. 11:389-
314, 1984.

48.- Maddison, P.J., Skinner, R.P., Ulachyiannopoious, P., Brennard,
D.M., Hough, D.: Antibodies to nANP, Sm, Ro (SSA), and La (SS8) detected
by ELISR: Their specifity and inter-relation in connective tissue
disease sera. Clin. Exp. immunol. 62:337-345, 1985.



49.- Kurki, P., Gripenberg, M., Partanen, P., Helve, T.: Screening test
for rheumatic diseases: A combined enzyme immunoassay of
rheumatoid factors and antibodies to DNR and extractabie nuclear
antigens. J. Clin. Pathol. 48:1475-1479, 1987,

50.- Habets, W.J., Rooij, D.J., Saiden, M.H., Uerhagen, R.P., UVan Eckelen,
C.A., Van De Putte, L.8., Van Uenrooij, W.J.: Antibodies against distinct
nuclear matrix proteins are characteristics for mixed connective
tissue disease. Ciin. Exp. Immunol. 54:265-276, 1983.

51.- McHugh, N., James, |., Maddison, P.. Clinical significance of
antibodies to a 68 kDa UIRNP polipeptide in connective tissue disease.
J. Rheumatol. 17:13208-1328, 19980.

52.- Uan Uenroolj, W. J., Haibert, W.J. de RooiJ D.J., Van de Putte,
L.B.R.: The molecular composition of nuciear and cytopiasmic antigens:
a review. En: Rheumatology, Brooks P.M., York J.R. Eds. Eisevier,
Rmsterdam. p.175-180, 1985,

53.- Eikon, K.B., Jankowski, P.WW.: Fine specificities of autoantibodies
directed against the Ro, La, Sm, ANP, and Jo-1 proteins defined by
two-dimensional gei eiectrophoresis and immunobiotting. J. Immunol.
134:3819-3824, 1985,

54.- Rooij, D.J., Van De Putte, L.8., Haberts, W.J., Verbeek, A.L., Van

67



Uenrooi) W.J.: The use of imminoblotting to detect antibodles to
nuclear and cytopiasmic antigens. Scand. J. Rheumatoi. 17:353-364,
1988.

55.- Kallenberg, C.G.M., Wouda, A.A., Hoet, M., Uan Uenrooij, W.J.:
Deveiopment of connective tissue disease in patients presenting with
Raynaud's phenomenon. A six years foliow up with emphasis on the
predictive vaiue of antinuclear antibodies as detected by
immunoblotting. Ann. Rheum, Ois, 47:634-641, 1988,

56.- Shapiro, P.E., Mcaliister, G., Lerner, £.R., Lerner, M.A.: Heaithy
individuals and patients with systemic lupus erythematosus have
unique, person specific spectra of antibodies detectable on

immunoblots. Clin. Immunol. Immunopathol. 59:129-138, 1991,

57.- Capin, G.N., Lavalie, M.C., Rodriguez, R.M. and Ortiz-Drtiz, L.:
Immunobiot assay for detection of autoantibodies in autoimmune
disease. J. Ciin. Lab. Rnai. 6:319-323, 1992,

58.- Hancock, K.: Indla ink staining of proteins on nitrocellulose
paper. Rnal. Biochem. 133:157-162, 1983.

59.- Guilbert, B., Dighlero, G., Aurameas, S.: Naturaily occurring
antibodles against nine common antigens in human sera. J. Immunol.
128:2779-2787, 1982,



60.- Francoeuer, R.M.: Biotechnology in forensic medicine. New ways
of fingerprinting. J. Blotechnol, 18: 283-288, 1989.

61.- Lockart, R.Z., Eagle, H.: Requirements for the growth of single
human celis. Sclence 129:252-256, 1959.

62.- Lowry, U.K.: Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4. Nature 227:688-685, 1978.

63.- Tan, £.M., Cohen, A.S,, Fries, J.F.: The 1982 revised criteria for the
classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum.
25:1271-1277, 1982,

64.- Riarcon, S§.D., Cardiel, M..: Comparison between 3 diagnostic
criteria for mined connective tissue disease of 593 patients. J.
Aheumatol. 16:320-334, 1989.

65.- Arnett, F.C., Edworthy, S.M., Bloch, 0.A., Mc. Shane, D.J,, Fries, J.F.,
Cooper, N.S,, Heaiey, L.A, Kaplan, S.R., Liang, M.H., Luthra, H.S.,
Medsger, Jr. T.A., Mitcheii, D.M., Neustadt, D.H., Pinails, R.S., Schalier,
J.G., Sharp, J.T., Wilder, R.L., Hunder, G.G.: The Rmerican Aheumatism
Rssociation 1987 revised criteria for the ciassification of rheumatoid
arthritis. Arthritis Rheum. 31:315-324, 1987.

66.- Masi, A.T,, Rodnan, 6.P., Medsger, T.R., Ritman, A.0., 0'Angeio, W.A.,

ESTA Ty AP iid 1

LMy

Sl Lo Lo oo i EGA



Fries, J.F.: Subcommittee for scleroderma criteria of the Americal
Rheumatism MAssociation ODiagnostic and Therapeutic Criteria
Committee: Preliminary criteria for the classification of systemic
sclerosis (scleroderma). Rrihritis Rheum. 23:581-590, 1980.

67.- Bohan, R, Peter, J.B.: Polymiositis and dermatomyositis (first of
two parts). N. Engl. J. Med, 292:344-347, 1975.

68.- Bohan, A., Peter, J.B.: Polymiositis and dermatomyositis (second
of two parts). N. Engl. J. Med. 292:483-4087, 1975,

69.- Christian, C.L.: Connective tissue disease: Overlap syndromes.En:
Rheumatology and immunology, Cohen, A.S., Bennett, J.C., Eds. Grune
and Stratton, Orlando. p. 175-179, 1986.

70.- Bailou, S.P., Kushner, I.: Anti-native ONA detection by the
Lrithidia luciliae method. Rrthritis Rheum. 22:321-327, 1979.

71.- Laemmii, U.K.: Cleavage of structural proteins during the
assembiy of the head of bacteriophage T4. Nature 227:688-685, 1970.

72.- Weber, K., Osborn, M.: The reabiility of molecuiar weight

determinations by dodecyl sulfate-polyacryiamide gel
electrophoresis. J. Biol. Chem. 244:4486-4412, 1969.

70



73.- Towbin, H., Stahelin, 1., Gordon, J.: Electrophoretic transfer of
proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure
and some applications. Proc. Natl. Rcad., Sci. U.S.A. 76:43508-4354,
1979.

74.- Hinterberger, M., Petterson, |., Steitz, J.R.: Isolation of small
nuclear ribonucleoproteins containing U1, U2, U4, US, and U6 RNRS. J.
Biol. Chem. 258:2684-2609, 1983.

75.- Westeest, A.A.AR., Bons, J.C., Van den Brink, H.G., Rarden, L.A.,
Smeenk, R.J.T.: An improved incubation apparatus for Western blot
used for the detection of antinuclear antibodies. J. Immunol. Methods
95:283-288, 1986.

76.- Larralde, C., Montoya, R.M., Sciutto, E., Diaz, M.l., Govezensky, T.
Coltorti, E.: Deciphering Western blots of tapeworm antigens reacting
with sera from neurocysticercosis and hydatid disease patients. Am.
J. Trop. Med. Hyg. 48:202-298, 1989.

77.- Castro, L.: Disefios Factoriales. En: Disefio experimentai sin
estadistica. Castro L. Ed. Triillas, México. p.133-141, 1982,

70.- Basiund, B., Wiestander, J.: R rapid and semi-cuantitative method
for detection of autoantibodles by muftiple spot immunoassay. J.
immunot. Meth. 169:183-193, 1994,

"



79.- Bach, J.F.: Inmunologia. Nuevas fronteras en el campo de la
inmunopatologia. Primera Edicién. Limusa, S.R., México. p.825-858,
1984.

B80.- Isshi, K., Hrohata, S.: Association of anti-ribosomal P protein

antibodies with neuropsychiatric systemic iupus erythematosus.
Arthritis Aheum. 39,9:1483-1490,1996.

72



11 PuesricacionN

Journal of Clinical Laboratory Anatysie 10:140--143 (1996)

Antigen Association of Total HEp-2 Cell Extract in the
Screening of Autoimmune Diseases by Western Blot
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Saera trom patients with autoimmune dis-
eases and healthy individuals were compara:
tively analyzed by Westem biot, using tolal
exiract from HEp-2 cells as antigen. Bands
betwesn 14 and 20 kDa were pressnt in 99%
of patients with autoimmune diseassa and
symplomalic seronegative palients, i con-

trast 1o only 4% of healthy controls. No bands
were detected in the remaining 96% of
heaithy controls. We propose thess antigens
a8 pathologicalty important for tho diagnos-
tic screening of patients with suspected su-
toimmune Jisease. © 1996 Wiey-Liss. Inc.

Koy words: autoantigen, antinuciear antibody, sutolmynune diseases, immunoblot, Westem biot

INTRODUCTION

Autoantibodies have been used as pathogenic markers duc
to their correlation with disease activity, area of damaged tis-
sue, presence of 1gG immunoglobulin isotype with high af-
finity for its ligand, and activity towards monospecific
antigens (1). Nevertheless, isotype 1gM has occasionally been
identified as 8 cause of disease and IgG as a natural antibody,
thus its concentration and type of response (primary of sec-
ondary) are also relaled to pathogenicity (2, 3).

In autoimmune disorders, a great variety of sutoantibodies
1o nuclear and cytoplasmic antigens are produced. The par-
tial identification of these antigens and their antibodies has
permitted a greater precision in the definition of rheumatic
diseases, such as anti-DNA and anti-Sm in systemic lupus
crythematosus (SLE; 4, 5). anti-Ro and anti-La in Sjbgren’s
syndrome (6), und anti-RNP in mixed connective tissue dis-
case (7). These wutoantibadics, however, are not determinant
in all cases and may even bc absent in case of disease (8).
Several methods are used to detect the presence of sutoanti-
bodies as immunc disease markers; indirect immunofluores-
cence (1IF) for antinuclear antibodies (ANA) is the most
frequently used. although others have been described suchas
double diffusion assay using extractable nuclear antigen
(ENA), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with
purified nuclear antigens obtained by cDNA, immunodot with
muluiple purified antigens, and others (9-]2). Most proce-
dures employ purified antigens, assuming that a particular
antigen acts as a marker for discase. Although these methods
are highly sensitive and specific, they may not identify the
mos! relevant autoantibodies. Thus, 11F for ANA with HEp-2

© 1996 Wiley-Liss, inc.

cells is an important diagnostic tool, since it allows the detec-
tion of a larger amount of autoantibodies. It has, however,
limited specificity since its ANA and Westem blot paticmns
do not correspond even when the sanie antigen 1s used as a
substrate (13). Therefore, we have tried to characterize by
Westem blot the association between different autoantibod-
ics in autoimmune diseases using not unly one, but sil anti-
gens found in a total HEp-2 cell extract (THEp-2CE). The
presence of specific bands may be useful for the diagnosis,
prognosis, and treatment of autoimmune disorders, and in the
follow-up of each patient by immunoblot pattern. In this re-
port, the Western biot patterns of the group of patients with
autoimmune disorders using THEp-2CE displayed reactivity
with a 14-20 kDa antigen group, which is not usually found
in the sera of healthy individuals.

MATERIALS AND METHODS
THEp-2CE

HEp-2 cells from a human laryngcal carcinoma cell line
were obtained from the Virology Laboratory at the School of
Mcdicine of Universidad National Auténoma de México. They
were cultured in RPMI-1640 (GIBCO) with 3% fetal bovine
serum supplemented with streptomycin, penicillin, and nys-
1atin (Sigma) at a concentration of 100 ug/mi. pH 7.2. Cells

Reccived August 25. 1995; accepted Seprember 2, 1993
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were incubated in a 5% CO, atmosphere at 37°C until
100% confluence was obtained; they were then harvested
with a trypsin-EDTA solution (Sigma). Then, cells were
washed in phosphate-buffered saline (PBS) 7.2 with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 0.2 M, and
washed again with PBS 7.2 supplemented with phenyl-
methyl-sulfonyl-chloride 0.5 mM. Afterwards, cells were
lyzed by freezing and thawing, resuspended in Tris buffer
(31 mM tris, 47 mM glvcine, 0.8 mM sodium dodecy!
sulfate (SDS], pH 8.3), adjusted 1o 500 pg/ml, and stored
at =20°C.

Sera

The sera were obtained from 145 patients at the Hospital
de Especialidades Centro Médico La Raza (Mexico City).
From these, 85 were from patients diagnosed with SLE ac-
cording to the American Rheumatism Association (ARA) clas-
sification criteria (14); 10 sera samples corresponded to
patients with mixed connective tissue disease according to
Alarcdn's criteria (15), 5 sera samples were from patients with
rheumatoid arthritis by AR A criteria (16), S sera samples were
from patients with progressive systemic sclerosis according to
Masietal. (17), § were from patients with dermatopolymiositis
according to Bohan and Peter (18), 10 were from patients
with overlap syndromes (19), and 25 sera sumples were from
healthy blood bank controls. Diagnostic aids included ANA
determined by IIF on HEp-2 cells, anti-DNA by IIF on
Crithidia luciliae (20), and complement C3 and C4 for
nephelometric immunoassay by means of a Behring laser-
nephelometer.

Fig. 1. Western blot patiems in seta 1730 dilution of patients with h-
venc autoimmune theumatic disvases The ow maolecular weight markern

Western Blo! In Autoimmune Diseases 141

Western Blot

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and SDS was
performed with a 12.5% spacing gel and a 3.5% concentrat-
ing gel. The procedure was carried out as described by’
Laemmli (21), using 1.5 mm thick 18 x 16 cm plates. Elec-
trophoresis and immunoblotting were performed under the
same conditions as previously described (13). The peroxi-
dase conjugate goat anti-human lgG+1gA+1gM (Zymed) was
used at a 1:2,000 concentration, incubated 18 hours at 4°C in
agitation, washed with 0.3% PBS Tween 20, developed with
4-chloro-1-naphtol (Sigma) and perhydrol (Merck), rinsed |
hour in distilled waier, and dried on filter paper. The relative
mass (Mr) of relevant antigens was calculated by linear re-
gression analysis.

RESULTS

The Western blot patterns of the sera from patients with
diverse autoimmune diseases exhibited a wide variety of
bands. Nonetheless, seven bands ranging from 14 to 20 kDa
were constantly present in most patients and only onc con-
trol. Also. the majority of paticnt and control sera (97%) dis-
played a 50 kDa band which is therefore considered to
comespond to a nonpathogenic autoantibody (Fig. 1).

Patient autoantibodies displayed diverse frequencies to the
different antigens in the 14-20 kDa zone. However,ina2 x 2
factor analysis, the association of this antigen group displayed
a frequence of 99% in the sera of patients withimmune disor-
ders, including those with negative test results by other meth-
ods; only 1% of the patients did not present a band in the
14-20 kDa zone. Ninety-six percent of control scra did not

were 94, 67,43 30, and 13 38Dy (Phamacia) The immunobloi showal
the presciwe of dillerent hand assm iabions beiween 14 sad 208D
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react i thas 2one; only one (4%:) serum sample showed a
positive band (Fig. 2).

The Mr of the antagens in relation to the band lrequency
in patient and control sera was analyzed by graphic
immunoplotiing, simple freguencices, or recognibion frequency
(22). Paticnt scra exhibited the foHowing antigenic frequen-
vies: 82% corresponded to 19.5 kDa, 87% 10 18.2 kDa, 54%
to 17.8kDa, 18%t0 16.9kDu. 1% tobath 15.8 and 15.5 kDa,
and 17% to 14,125 kDa. On the other hand. onc control sc-
rum recognized the 18.2 kDaand all the other control sera
showed no antigenic recognition of any other bund (Fig. 3).

DISCUSSION

We present i group of scra from patients with autoimmune
disorders which specifically react to the group of antigens
runging from 14 10 20 kDa. with a frequency of 99% on the
THEp-2CE by Western blot. These antigens can be isolated
und used in ELISA or immunodot as a screening dingnostic
1ool for paticnts with suspected autoimmune discasces. The
Westem blot pattern of THEp-2CE identifics previously char-
acterized antigens and is usclul in autoimmune discase screen-
ing. Furthcrmore, it can be used 1o evaluate discase evolution,
the long-term appearance or disuppcarance of autoantibodics
und their influence on the clinical coursc of the discasc.

Some authors report clevated background readings when
using total extract of nuclear and cytoplasmic antigens in
ELISA and immunodot, which can be explaincd by the natu-
ral antibodies found in normal subject sera cven at high dilu-
tions (23). The autoantibodics dirccted to a great variety of
cellular antigens in autoimmune discases are markers which
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Fig. 2. Westem blol pattems in sera 1:750 dilution of healthy controls.
Only one control scrum recognized the 18.2 kDa band. The oiher sera did
not detect bands ranging from 14 to 20 kDa.
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Fig. 3. Immunoplot of simple reaclion frequencies of cach THEp-2CE
antigen bund of the 14-20 kDu zonc. Comparison of these with patient and
normial scrum frequencies.

appear as a consequence, not as a causc, of the pathogenic
process (24).

Autoantibody identification in the clinical laboratory is
performed by methods such as ELISA or immunodot with
some of the purified antigens, although in some cases the
autoantibody may not be directed against the peptide sequence
of the purified antigen and, thus, it may not be detected. 1IF
with HEp-2 celis as substrate has been the most frequently
employcd tool for the diagnosis of autoimmunc disorders for
the past 55 years. However, [IF patierns are not specific for
one group of autoantibodies, since different autoantibody
groups may cxhibit the same pattern, This became clear with
the usc of Western blot with THEp-2CE (13), which identi-
fied autoantibodies to both previously characterized and uni-
dentificd antigens. This method generates patterns with a wide
range of antigens for autoantibody detection. The resulting
antigen-specific immunc complex correlates with disease, but
not with IIF for ANA. The high sensitivity obtained in this
study makes Western blot with THEp-2CE a clinically im-
portant method for the detection of autoimmune disorders.
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