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RESUMEN

El fendmeno de autoinmunidad es una respuesta inmune celular

y humoral, dirigida contra los componentes propios del organismo.

Algunas de las causas que pueden desencadenar la produccién
de autoanticuerpos, pueden ser las siguientes: el usoc prolongado
de drogas, la exposicidn a rayos X, procesos bacterianos, procesos

virales persistentes y factores hereditarios.

El LES es una enfermedad autoinmune que no es especifica de

Srgano y puede afectar a la mayoria de los tejidos del individuo.

En este e-tudio de IFI con 600 sueros de pacientes que presen
taron LES, 2 encontrd que 1 de u paéientes presentaron anticuer-
pos contra el citoesqueleto y més especificamente contra los fila-

mentos intermedios.

Por medio de la técnica de ELISA 133 de 150 sueros de pacien-
tes con LES fueron positivos y 200 de 229 sueros de pacienfes con
AR resultaron positivos, contra citoesqueletos-tritdn de células

HEp=2.

Con anti-IgM humana y anti-IgG humana monovalentes y por IFI

encontramos que el 98% de los sueros fueron IgM y el 2% IgG.

El andlisis por inmunotransferencia de la electroforesis uni-
dimensional de proteinas de citoesqueleto-tritdn de células HEp-2,
nos reveld que los sueros reconocen bandas de polipé&ptidos de un

rango de peso molecular 40-68 Kd.

En un andlisis de inmunotransferencia de geles en dos dimen-



siones, 5 pacientes con LES reconocieron tanto citoqueratinas como
vimentina. Un paciente de LES con manifestaciones cutdneas solo

reconocid citoqueratinas.
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INTRODUCCION

AUTOINMUNIDAD
El fendmeno de autoinmunidad es una respuesta inmune celular

y/o humoral, dirigida contra los componentes propios del organismo.

‘La autoinmunidad esta marcada por una actividad excesiva o
~anormal por parte de las células efectoras inmunitarias. Esta acti-
vidad puede incluir la produccidén de autoanticuerpos por los linfo-
citos B y la infiltracién de los tejidos o su destruccidn por los

linfocitos T y macrdfagos (1).

Algunas de las causas que pueden desencadenar la produccidén de
autoanticuerpos, pueden ser el uso prolongado de algunas drogas como
la hidrolazina, procainamida, a-metildopa, sedormide, estibofen,
entre otras (2). Otras causas pueden ser la exposicidn a rayos X o
emisiones de tipo vy, procesos inflamatorios, procesos infecciosos
virales persistentes (Pox-virus, Herpes, Epstein-Barr), infecciones
bacterianas (Mycoplasma) y factores heredofamiliares, como se

muestra en la Figura No. 1.

Las enfermedades autoinmunes presentars en algunos casos anti-
cuerpos.dirigidos especificamente contra un drganc. Tal es =21 caso
de la Tiroiditis de Hashimoto o puede ser inespecifica de Srgano y.

N
afectar a la mayoria de los tejidos del individuo como es el caso

del Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Si se hace un espectro de

las enfermedades autoinmunes en relacidn a su especificidad de
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drgano estas enfermedades quedarian en los extremos como Se muestra

en la Figura No. 2.

Ciertas enfermedades autoinmunes como LES, Artritis Reumatoide
(AR), Esclerosis Sist&mica Progresiva (ESP), Enfermedad Mixta del
Tejido Conjuntivo (EMTC), etc., se caracterizan por la presencia en
suero de anticuerpos dirigidos contra componentes nucleares o c¢ito-
plasmlAticos. La especificidad de estos anticuerpos y la frecuencia
con que se observan en diferentes enfermedades ha permitido definir
mds claramente los diagndsticos. De lo anterior se desprende que

los anticuerpos antinucleares (AAN) son pardmetros seroldgicos dti-

les en el diagnéstico de estas enfermedades (4, 5).

Aunque originalmente se pensd que los AAN eran especificos para
LES también se observan AAN en pacientes con otras enfermedades
como AR, ESP, EMTC, Sindrome de Crest y Raynaud. Su valor diagnésf
tico mejora cuando se titulan dichos anticuerpos y se determina su’
especificidad antigénica. Para esto resultan dtiles las té&cnicas de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), Inmunodifusidn, ELISA y Radio-
inmunoandlisis. Todos estos estudios ademés de la historia clinica

son finalmente las herramientas para un diagndstico acertado.

Una técnica ampliamente utilizada que ha sido de gran utilidad
en el diagnéstico de enfermedades autoinmunes és la IFI para la
determinacidn de AAN. Esta técnica se basa en la interaccién espe-
cifica de anticuerpos del paciente con el antigeno en las células
utilizadas como sustrato. Asi como la interaccidn especifica .de
los anticuerpos con anti-anticuerpos los cuales tienen unido un

fluoréforo que es el gque realmente detectamos. Por esta razdn se le



Organo especifica Tiroiditis de Hashimoto
4/“\‘ Mixedema primario

Tirotoxicosis

Anemia perniciosa

Gastritis atopica autoinmune

Enfermedad de Addison

Diabetes 3juvenil

Miastenia gravis

Esclerosis mdltiple

Anemia hemolitica autoinmune

Pﬁrpura trombocitopenica idiopdtica

Leucopenia idiop&tica

Sindrome de 3jdgren

Sindrome de Crest

Raynaud N

Artritis reumatolide (AR)

Dermatomicsitis

Escleroderma

‘\v/b Lupus discoide
No especifica de
Srgano

Lupus eritematoso sisté&mico (LES)

Fig. No. 2 Espectroc de Enfermedades Autoinmunes(3)
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denomina Inmunofluorescencia Indirecta.

Exiéten varios tipos de sustratos que son utilizados en la
determinacidn de AAN por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) como:
cortes de higado, rifidn de rata, epidermis bovina, lineas celulares

1

en cultivo como BHK-21, Vero, HeLa y HEp-2.

En un estudio realizado en el Centro Médico "La Raza', las cé-
lulas epiteliales de carcinoma de laringe humano (HEp=-2) resultaron

ser las m&s adecuadas para el estudio de AAN.

Se han descrito diferentes patrones de Inmunofluorescencia

Indirecta para los AAN que se relacionan con diferentes enfermeda-

des (u4).

El patrdn homogéneo tifie de una manera uniforme el nficleo, es
observado generalmente con anticuerpos para desoxirribonucleoprotei-

nas, histonas, o complejos de DNA-histonas, y en LES.

El patrdn periférico tifie la periferia del ndicleo y es produ-
cido por los anticuerpos que reaccionan con DNA nativo y compleios

de DNA-histonas, se obserwva frecuentemente en LES activo.

El patrdén muclesolar es causado por la tincidn homogénea de
nucleolos. Se ha sugerido que este antigeno, puede ser el precursor
ribosdmico de las ribonucleoproteinas de bajo peso molecular,
puesto que es sensible a la RNAasa, cominmente se observa en la

esclerosis sistémica progresiva.

En el patrdn moteado se presentan miltiples puntos dentro del

nlcleo. Es atribuido a anticuerpos gue reaccionan con antigenos
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nucleares solubles en solucifn salina isotdnica, y son llamados
antigenos extrafibles del niicleo (ENA), también se les ha denominado
antigenos nucleares &cidos no histonas y se subdividen en varios
tipos: Sm (antigeno Smith un complejo proteina-RNA), SS-A (antigeno
descrito anteriormente como Ro, contiene RNA y una parte protéica
antigénica), SS-B (antigeno llamado La, constituido por particulas

ribonucleoprotéicas) y se presentan en EMIC y LES (5).

El patrdn moteado discreto es un autoanticuerpo especifico para

centrémero y se observa en Sindrome de Crest y Escleroderma.

Se han descrito inmunotinciones en el citoplasma las cuales co-
rresponden a dos tipos de localizacidn en organelos y dirigidos con-
téa el citoesqueletc (7). Para entender esta Ultima localizacidn es
necesario hacer una descripcidn de lo que es v de los constituyentes

del citoesgueleto. Ademds, como se verd mis adelante es =1 objeto

principal de nuestro estudio en enfermedades autoinmunes (8).

EL CITOESQUELETO

A fines del siglo XVII, Malpighi describi§ por primera vez la
estructura citoplasmitica en las c&lulas de plantas. Posteriormente,
en 1835 Dujardin la llam$ "sarcoda"” o gelatina viviente la cual
poseia las caracteristicas de: transparencia, insolubilidad en agua,
y la capacidad de contraerse y de adherirse a las agujas de disec=-
ci'6n. Dujardin fue el primero que crey§ que el ahora nombrado cito—v
Plasma., poseia propiedades inherentes de vida entre las gue se encon
traba, la contractilidad como la del mﬁsculd. E1 término Protoplasma
fue introducido por Purkinje en 1839 y definido por Véon Mohl en

1846, como el semiliquido viscoso granular de las c&lulas de plantas



diferente de la pared celular y del nidcleo (8).

Uné vez que se aclard que el protoplasma era el sitio de mdl-
tiples procesos bioquimicos.y partiendo de algunas observaciones
morfoldgicas, surgid la duda de que el protoplasma fuera totalmente
l1fquido. Ademds la deteccidn frecuente de estructuras en el proto-
plasma de las células de plantas, sugirid la presencia de cuando
menos algunos componentes sélidos. Estas pocas ideas y adn pocas
observaciones condujeron a las teorias "reticular y fibrilar" pro-
puestas por Heitzmen =n 1873 y por Froman en 1880 respectivamente.
Sin embargo, a pesar de esto, Berthold en 1886 y Biitschi en 1892,
propusieron que las estructuras observadas en los protoplasmas
fijados, solo representaban artefactos de fijacidn (6). Por otro
lado, Hyman en 1917, describid diferencias en la estructura y con-
sistencia del protoplasma de amibas, en términos coloidales distin-
tos. Ella propuso que la corteza celular o "ectoplasma", poseia las
propiedades de un gel, mientras que 2l protoplasma central o "endo-

plasma” poseia las propiedades de un sol de viscosidad variable (8).

Finalmente el término protoplasma fue sustituido por el térmiro
que ahora conocemocs ccome citoplasma v que se define como un gel vis-
coeldstico, tixotrépico de estructura variable (6). Por otro lado,
la existencia de un arreglo fibroso en la estructura del citoplasma
fue sugerida por Koltzoff en 1928 (7). ELl describid que todas las
células son sistemas de componentes liquidos y esqueletos rigidos
que generan la forma celular. De esta manera nacid la idea y el
nombre de "citoesqueleto", aunque se abandond durante mucho tiempo

por la falta de evidencias estructurales hasta gue aparecid la
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microscopia electrdnica. Por medio de t&cnicas especializadas de
inmunocithuimica,.se logrd verificar la presencia de estructuras
fibrilares en el citoplasma. Actualmente mediante el uso de la
microscopia electrdnica de alto voltaje, se ha logrado visualizar

la estructura tridimenéional del citoesqueleto, &l cual aparece como
una extensa red de filamentos en la cual se encuentran incluidos los

organelos citoplasmdticos (8).

El citoesqueleto de las células de tipo no muscular se encuen-
tra formado por 3 tipos de estructuras filamentosas: 1) microtidbulos

2) microfilamentos y 3) filamentos intermedios, Figura No. 3.

1. Les microtdbulos tienen un di&metro de 240 K v varias micras
de longitud. Estan compuestos por la proteina tubulina, un heterodi-
mero de 110-120,000 daltones de peso molecular que a su vez esti
formado por « y £ tubulinas, con pesos moleculares de 57 y 55,000
daltones respectivamente. En mucho menor proporcidn los mierotdbulos
presentan un grupo de proteinas llamadas "MAPs" (proteinas asociadas
a microtbulos). La tubulina se agrupa como una lfnea de cuentas
pard formar un protofilamento. Los protofilamentos se agrupan uno al
lado del otro para formar una verdadera columna que representa un mi

crotdbulo. Los microtdbulos estdn formados de 13 protofilamentos (9).

En los cilios y en los flagelos, los microtiibulos forman la
parte central de su estructura, presentando un arreglo de nueve

dobletes y dos singuletes (9).

2. Microfilamentos que constituyen el citoesgqueleto, son los
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Figura Wo. 3. Tipcs de estructuras fibrilares detectados
por IFI en enfermedades autoinmunes.
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inicialmente llamados filamentos finos, caracteristicos del misculo
sarcomérico (10). Este tipo de filamentos se ha encontrado en todas
las células de tipo no muscular estudiadas, tienen un didmetro de

o
60~70 A y su principal componente es la actina (11).

Dentro de la célula, la actina presenta diferentes grados de
asociacién. Se puede encontrar en forma globular monomé&rica, con un
peso molecular de 43,000 daltones a la que s=2 la-ha dado el nombre
de "actina G", o se puede encontrar formando parte de un sistema
complejo de estructuras filamentosas a la que se le ha denominado
"actina F" (12). Estas estructuras se forman a partir de microfila-

mentos y pueiden formar las llamadas fibras de tensidn, pueden formar

5

rgo dal citoplasma.

redes submembranales © verdaderas mallas a 1o
M3s aln, pueden formar la estructura central de organelos como es el
caso de las microvellosidades intestinales (13). Se han descrito

tambié&n fibras circulares y fibras en arco (1%).

Edward ¥ern {(12), propuso un esquema de fluio de las interaccio

nes <de algunas proteinas con la actina globular y la zctina filamen-

tosa (Fig. %). En &1 se observa comoc algunas protreinas que se cono-

cian hasta entonces, pueden de alguna manera mcodular las diferentes

pozas de la actina y también controlar la formacidn de agregados
supramoleculares de la actina. 3in embargo, en-lcs Ultimos 8. afos
se han encontrado en diferentes, tipos de c&lulas un gran nimero de
oroteinas que interaccionan con la actina, las cuales, en estudios
de polimerizaciSn in vitro y estudios de viscosimetria parecen
afectar ya sea formando agregados o rompié&ndolos y de esta forma

actuar como moduladores de los distintos estadios de-la actina (15).
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2. Filamentos Intermedios son llamados asi, porgue tienen un
didmetro de 100 K, el cual es intermedio entre los microtiibulos y
los microfilamentos. Existen § clases de filamentos intermedios.
Esta clasificacidn estd dada por el tipo de proteina de la cual se
encuentran constitufdos y por el tipo de célula en la cual se
encuentren.

a). Tonofilamentos o filamentos de queratina, estdn formados
por uﬁ grupo -de proteinas de peso molecular entre 40-65 Kd y se

encuentran en las células de tipo epitelial o de origen epitelial.

b). Filamentos de desmina como su nombre lo indica, se encuen-
tran formados por la proteina desmina de peso molecular entre 50-53
Kd, este tipo de filamentos se encuentran principalmente en midsculo

liso y cardiaco.

c). Filamentos de vimentina, se encuentran constituidos por la
protefna vimentina, con peso molecular de 58 Kd, este tipo de fila-
mantos se encuentran principalmente en las células de origen mesen-

quimatoso.

d). Filamentos gliales, formados por una proteina caracteristi-

ca de 51 Kd, se encuentran en todas las cé&lulas de origen glial.

e). Neurofilamentos, formados por tres proteinas de 200, 150 y

€8 Kd, se encuentran en las neuronas.

En algunos tipos de células se han encontrado coexistiendo, 2
tipos de proteinas caracteristicas de estas clasass principales, pero

no se tiene bien claro si ambas forman los filamentos o cada una --—
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forma un tipo caracteristico de filamentos (16, 17). Para confirmar

esto Gltimo se requerird del uso de anticuerpos monocespecificos y

técnicas de inmunofluorescencia doble y microscopifa electrdnica con

anticuerpos electrodensos. Los Filamentos Intermedios, que suelen
ocupar la totalidad del citoplasma, se agrupan en ciertas células y

en otras se distribuyen en filamentos sueltos.

En muchos tipos celulares, su organizacidn parece estar relacio

nada con la de los microtGbulos (18, 18, 20, 21, 36).

En conclusidn el citoesqueleto es bdsicamente una matriz fibro-
sa de proteinas que se extiende por el citoplasma entre el ndcleo y
la cara interna de la membrana plasmética. Se tienen evidencias de
que esta matriz no es estdtica sino que lleva a cabo miltiples fun-
ciones dinimicas como: cambios en la forma, la divisidn celular,
citocinesis, cndocitosis, exocitosis, etc. Muy probablemente toda
esta serie de fen§menosAdinémicos sean el resu%tado de una polimeri-
zacién v despolimerizaci§n sincronizada de los componentes del cito-

esqueleto en el cual estén implicados factores regulatorios, esto

QItimo es el cbjeto actual de estudio de los investigadores del

citoesqueleto (8).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

El estudio del citoesqueleto en las enfermedades autoinmunes
por medio de IFI e inmunotransferencia ha revelado que hay anticuer-
pos dirigidos contra microfilamentos en hepatitis crdnica activa
(Hepatitis autoinmune), AR y LES (21). Por otro lado en algunas
enfermedades autoinmunes se han encontrado anticuerpos contra
Tubulina como en LES, AR, Tiroiditis de Hashimoto y Sindrome de

Sjdgren (21).

En la mayor parte de los casos reportados en la literatura, los
pacientes con enfermedades autoinmunes generan anticuerpos contra los
filamentos intermedios, tales son los casos de LES, AR, hepatitis cvé

nica activa (hepatitis autoinmune) y Sindrcme de Sjdgren (21-24).

Algunos estudios de LES presentan evidencias no muy claras de
que los anticuerpos son dirigidos contra Vimentina 58 K4 (22, 23, 25,
26). Ahora bien, en estudios tendientes a determinar cual es el tipo
8 tipos principales de inmunoglobulinas involudradas en la respuesta
autoinmune, se ha encontrado que la que mds_ comlnmente se une al
antigeno es la IgG y en menor proporcién la IgM (23, 24). En otros

estudios se encontr§ que la que se une en mayor proporcidn es la IgM

(25, 28, 27).

Recientemente se ha tratado de esclarecer la etiologfa de la
produccién de anticuerpos contra los Filamentos Intermedios y Se pro=-

pone que es consecuencia del dafioc celular ocurrido en el fendmeno



autoinmune y el procese inflamatorio que afecta a estos pacientes,
v que el estimulo para la produccidn de anticuerpos contra fila-
mentos de vimentina y citogueratinas puede ser derivado de la des
truccidn de los filamentos de vimentina que contienen las células
como los linfocitos, las células del revestimiento sinovial asi
como las células gque contienen Filamentos de citoqueratinas comc
los hepatocitos y las cfiulas epiteliales de las gldndulas exocri

nas (2u4).



JUSTIFICACICN DEL TRABAJC

En México no se habia hecho un estudio actual en las enferme-~
dades autoinmunes, respecto a la reactividad de los sueros de
pacientes con enfermedades catalogadas como tales por lo gue se

traté de hacerlo.

Dentro de las determinzciones de IFI en cé&lulas HEp-2 apare-
cid un patrdn que no se habia observado ya que en el tipo de sus-
trato utilizado en forma rutinaria (células de higado de rata),

nunca se presentd.

dencminado fibrilar, que como vimos en la introduccidn correspon-

de al citoesqueleto. Adem&@s no se sabia con exactitud de que tipo
5 tipos de filamentos se trataba.

Un anilisis de la literatura y experimentos con drogas que
afectan al citoesqueleto nos orientaron a pansar que se trataba

de filamentos intermedios. .

Como antecedente se debe mencionar que la mayor peblacidn de

por

el lupus eritematosce sistémico (LES) en 60% y artritis reumatoide

(AR) en 22.9%, de tal manera que en este estudic.era de esperarse




que la mayoria de los sueros colectados de los pacientes fueran

ES.

I

de

En la mayorZia de los ‘casos reportados los autores utilizaron
como sustrato para probar los sueros, a lineas celulares que
corresponden a fibroblastos de piel de humano los cuales se sabe
que solo contienen vimentina y sus productos de degradacidn y que
como se menciond anteriormente no es el dnico componente de los
filementos intermedios por lc que no se puede excluir que existan

anticuerpos contra los ctros componentes de &stos filamentos.

Ademis la mayorfa de leos autores realizaron anélisis =2lccirefor
ticos de las proreinas en geles de poliacrilamida unidimensionales
y esto de ninguna manera descarta el necho de gquz los anticuerpos

estén dirigidos contra varias proteinas, ya que en la electrofcre-

proteina o varias en

lectroforético bidimensional a2n donde se separan las

u
o]
fin
-
™
u
e
[
o

proteinas por su peso molecular ¥y su punto iscel&ctrico.

La importancia de =2ste trabaijo, consiste en tener lzs bases
para poder efectuar un estudio, m&s profundo en lo gue se refiers
a pacientes de LES y de otras enfermedades autcinmunes para de
esta manera buscar si existe alguna correlacidn entre la presencia

de anticuerpos contra filamentos intermedios y las manifestaciones

i

clinicas del pacient
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OBJETIVOS

Estandarizar el método de IFI con cé&lulas HEp-2 para la des

[x3

eccién de anticuerpos contra el citoesqueleto en enfermedades

‘Estandarizar el método y la concentracidn adecuada de colchi-

cina para provocar el rearreglo del citoesqueleto.

Encontrar las concentraciones adecuadas para la determinacidn

de ELISA, cuando se utiliza como antigeno citoesqueletos-tritdn.

Andlisis de la frecuencia en la que se presentan los patrones
de Filamentos Intermedios en los sueros de pacientes con enferme-
dades autoinmunes por medio de la tdcnica de Inmunofiuorescencia

indirecta (IFI).

Identificacién del tipo de inmunoglobulinas y la proteina o
proteinas contra las cuales estdn dirigidos estos anticuerpos,

mediante las técnicas de ELISA e inmunotransferencia.

Andlisis bidimensional para corroborar con mayor exactitud

de que proteinas se trata. .
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MATERTIALES

MATERIAL BIOLOGICO

Muestras

Se emplearon 1000 sueros de los cuales 600 fueron de pacientes
con lupus eritematoso sistémico (LES) y los restantes de otras en-
fermedades come artritis reumatoide (AR), Raynaud, enfermedad mixta
del tejido conectivo (EMTC), escleroderma sistémica progresiva
(ESP), Crest, dermatomiositis (DM), anemia hemolitica autoinmune
(AHA). Estos pacientes fueron diagnosticados en la consulta externa
del Servicio de Reumatologia del Centro Mé&dico "La Raza", los cuales
se registraron con claves que incluyen nombre, sexo, edad y diagnds-

tTico.

Controles N

Utilizamos 21 sueros donados por el Banco de Sangre del Centro
Médico "La Raza". Estos sueros fueron sometidos por el mismo banco
a las siguientes pruebas: Brucela, VDRL, SIDA, Hepatitis B, TORCH
(Toxoplasma, Rubeola, Citomegalovirus, HERPES) y aparentemente los
donadores no presentaban datos clinicos y de laboratorio de algiin
tipo de enfermedad autoinmune. Se comprobd su negatividad en AAN
por la técnica de IFI después de haber obtenido los sueros. Por las

razones anteriores fueron considerados "controles negativos".

CZlulas

Linea celular HEp-2 (c&lulas de carcinoma de laringe humano).
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Estas c&lulas de origen epitelial fueron establecidas por A.E.
Moore y H.W. Toolan en 1952 (Certified Cell Lines p&g. 47 y u48).

Para este trabajo fueron proporcionadas por el M. en C. Pedro
Garcfa Bafiuelos y por el Laboratorio de Virologia de la Escuela

Nacional de Ciencias Biold&gicas.

Antiglobulinas Humanas

i) Preparadas en conejo y marcadas con isotiocianato de fluo-

rescefna (Behring Marburg W. Germany)

ii) Preparadas en cabra marcadas con peroxidasa (Sigma Chemical

Company, St. Louis, M.O0., U.S.A.);

Suero de Ternera
Para el medio de cultivo, se obtuvo de In Vitro, S.A.. El suevro
-de Colorado’” Serum Company se utilizé para bloqueo de sitios. Denvef,

Colorado, U.S.A.

MATERIAL Y SOLUCIONES .

-Tris (Trizma-Base), Tritdn X-100 (octii-fenoxi-polietoxi-eta-
nol), Tween 20 (monolaurato de polioxietilen sorbitan), Acido citr;
co, o~fenilendiamina, Ni012 (cloruro de niquel), CoCl2 (cloruro de
cobaltof, DAB (3,3'-diaminobenzidina), 0s0,, (tetradxido de osmio),
Glicina, NP~40 (octil-fenol-etilen-&xido) y Azul de Coomassie
R-250. Se obtuvieron de Sigma Chemical Company, St. Louis, M.0.,

U.S.A.

~NaCl (cloruro de sodio), MgCl, (cloruro de magnesio), KC1l (clo
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ruro de potasio), H,S0, (dcido sulfdrico), Etancl Absoluto (grado
analitico), Acetona (grado analitico). Se obtuvieron de Baker

Analyzed, J.T. Baker, S.A. de C.V., Xalostoc, México.

~-TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina), Persulfato de
Amonio, B8-Mercaptoetanol, Acrilamida, Bisacrilamida, Papel de nitro-
celuldsa Trans-Blot Transfer Medium. Se obtuvieron de Bio-Rad

Laboratories. Richmond, California, U.S.A.

-H202 (agua oxigenada) al 30% y el H3P0u (dcido fosfdrico). Se

obtuvieron de Merck. E. Merck, Darmstadt, Germany.

-SDS (dodecil sulfato de sodio). Se obtuvo de BDH Laboratory

Reagents. Poole England.

~Urea (ultra pura). Se obtuvo de Schwarz/Mann Biotech. Orangeburg

~Placas para ELISA. Plaque Nunc-Immuno I. Apparatus Reagents.

Se obtuvieron de Thomas Scientific. Denmark.

El colorante Azul de Coomassie G-~250. Se obtuvo de Pierce Che-

mical Company. Rockford, Illinois, U.S.A.

Metanol y Scido acético. Se obtuvieron de la marca Comercial
Analit Reactivo. Quimica Dindmica, S.A. de C.V. Monterrey, N.L.

México.

Solucidén de PBS-A

Contiene las siguientes soluciones concentradas, y la cantidad

que utilizames para un litro: NaCl 5.0 M 27.4% ml, KHZPOu 1M 1.5 ml,
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NazﬂPOq G.S‘H 16.2 ml, KC1 1 M 2.7 ml, de tal manera que las concen
traciones finales de NacCl, KHZPOQ, NaZHPOu y KCl fueron: 137 mM,
1.5 mM, 8.1 mM, 2.7 mM respectivamente. Estos reactivos se obtuvie-

ron de J.T. Baker, S.A. de C.V., Xalostoc, México.

Na Cl1 sS.0 M 27.4% ml
KH, PO, 1M 1.5 ml
Na,HPO, 6.5 M 16.2 ml
‘ker .1 M 2.7 ml

Solucidn de PBS-Tween 0.05%

Contiene las soluciones anteriores y con las mismas concentra-

ciones més 5 ml de tween 20 al 10%.

Versenato de Scdic (ED1A)
se prepard al 0.05% en PBS-A. Y la mezcla de

Esta solucién
tripsina-verseno contiene 0.25 ml de solucidn de tripsina en 10 ml

de solucién de verseno. Se obtuvo de J.T. Baker, S.A. de C.V.,
Xalostoc, México.

La tripsina se empled al 0.25% en EDTA a pH= 7.8. Y el medio
basal Eagle (15 g/1 1). Se oﬁtuvieron en Laboratorios Gibco. Grand
Island, New York. U.S.A.

AntibiSticos

La concentracidn final de antibiSticos que se empled en el

medio de cultivo fue de 100 UI/ml de penicilina y 100 ug/ml de

estreptomiéina (PES).

- Colchicina (Liofilizado)
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Se hidraté con 10 ml de agua estéril y la concentracidén final
a la que se utilizd fue de 5 ug/ml. Se obtuvo de Laboratorios
Gibco Grand Island, New York, U.S.A. ’
Glutamina
Se utilizaron 10 ml de glutamina a 2 mM por cada litro de medioc.

Se obtuvo de Laboratorios Gibeco. Grand TIsland, New York, U.S.A.

Solucidn de Bradford

La solucidn contiene 100 mg de colorante Azul de Coomassie

G-250, 50 ml de Etanol absoluto y 100 ml H3P0u (85%) por cada litro

de solucidn.

Solucidn pAara tefiir Geles de Poliacrilamida

La solucidn es 1la descrita por Cleveland (33), la cual contiene

Azul de Coomassie R—250 al 0.1%, Metanol al 50% y Acido acético al
10%.

Solucidn Amortiguadora de Transferencia

Contiene: tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20%.

Solucién NiCo

Esta solucidn de acuerdo al procedimiento de Towbin (34) con-

tiene 10 mg de Ni.012 vy 10 mg de &2<:>Cl..Z por 1 ml de solucidn.

Solucifn DAB

Esta solucién contiene 50 mg de DAB por cada 100 ml de fosfatos
50 mM.

Solucién Hp0; al 0.01%
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De una solucidn de H202 al 30%. Tomamos 33 pl de esta y la

llevamos a 1 ml con HZO'

Solucidén DAB-NiCo-H202

Contiene 40 ml de DAB al cual se le adicionaron lehtamenfe 1.2

ml de NiCo y 200 pl de H202 al 0.01%.



METODOS

Subcultivo

Las cé&lulas HEp-2 se mantuvieron a 37°C en una atmésfera con-
trolada de CO, (90% aire + 10% CDZ)' A partir de una botella de
S0 ém? de superficie con células HEp-2 al 100% de cbnfluencia, se
descart§ el medio de cultivo por el lado opuesto a la monocapa
celular. Se adicionaron 3 ml de la mezcla tripsina-verseno, sedeja-
ron actuar de 10-~-15 seg hasta observar la opacidad del tejido, se
descartd la mezcla por el lado opuesto a la monocapa se incubd el
cultive con el residuo d= la mezcla é 37°C de 5-10 minutos, una vez

asal Eagle

o

desprendida la monocapa, se agregaron § ml de mcdic
completo (BME + 10% de sueroc de ternera + 1% de glutamina + L.4%
Na2c03>, se obtuvo una suspensidén celular, la cual se utilizd para
lo siguiente; por un lado para mantener el cultivo celular, esto

se realizé en una botella de 50 cm2 a una dilucidn de 1:6, con

esta suspensifén celular y medio basal Eagle completo, se incubd
aproximadamente U8 horas para subcultivos posteriores, por otro
lado se adiciond el resto de la suspensidn celular en una dilucidn
de 1:9 a dos cajas de petri de 63 cm? de superficie que contenfan
dos portaobjetos, se incubaron 24 horas ap;oximadamente. Estas
células de los portaobjetos se emplearon como sustrato en la t&cni-

ca de IFI ver Figura No. 5.

Preparacidn de Laminillas para IFI

Después de tener las laminillas con cé&lulas en confluencia (a
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aproximadamente 48 horas de crecimiento), se lavaron las laminillas
con PBS-A para eliminar el exceso de medio, se dejaron secar compl

tamente y con acetona a -20°C se fijaron las células durante 10 mi-

nutos a T.A. Se dejaron secar y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

METODC DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Con aste método se detectd la presencia de anticuerpos antinu-
cleares (AAN) en los sueros de pacientes. Se realizaron diluciones

1:16, 1:84, 1:256 de los sueros a probar con PBS-A. A cada lamini-

lla con células HEp-2 se le hicieron pozos con 1lipiz de diamante,
se les adicionarcn las diluciones del suero antes mencicnadas. Se

incubaron durante 20 minutos en cidmara himeda, se enjuagarcn las

laminillas y se lavaron tres veces con PBS-A durante 10 minutos en

cada lavado, para eliminar el exceso de suero. Enseguida se cubrie-

ron las laminillas con suero de coneio con antiglobulinas humanas

(polivalente anti-IgG, IgM, Igh) marcadaz con isotriocianato de fluo-

resceina y azul de Evans para eliminar la inmunofluorescencia ines—
pecifica. Se incubaron por 30 minutos en la cdmara himeda, se en-
_juagaron nuevamente las laminillas para eliminar el exceso de

y-globulinas y se lavaron tres veces con PBS-A durante 10 minutos

cada lavado. Se limpid el exceso de PBS~A con una gasa y finalmente
se montaron las laminillas con solucidn de montaje (glicerol + PBS-
A} . Las observaciones de las laminillas se realizaron en un micros-

copio de cdmara invertido Carl Zeiss, Modelo ICM-4#0S equipado para

epifluorescencia (28).

Preparacidn de Laminillas con Rearreglo del Citoesqueleto
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Este pfocedimiento es la simplificacién de las técnicas emplea
das por otros autores como P. Kurki (24), Andres Alcover (23, 25),

Senecal (26).

Inicialmente se realizaron ios experimentos con el fin de
estandarizar la técnica en los cuales utilizamos varias concentra-
ciones y diferentes tiempos de incubacidn. Se observd que las con-
diciones donde se tenia un mejor rearreglo de los filamentos inter-
medios; fFueron las siguientes: en una caja de petri con laminillas
de las c&lulas HEp~2 a 60% de confluencia se adicionaron 5 ug/ml

de colchicina, se incubaron durante 2 horas a 37°C, se descartd el
medio de cul+ivo con colchicina, se enjuagaron las laminillas con
PBS-A y se dejaron secar. Se fijaron las cé&lulas con acetona a

~20°C durante 10 minutos a T.A., y se dejaron secar para realizar

la técnica de IFI wzr Figura No. 6.

Extraccidn de los Filamentos Intermedios de las Cé&lulas HED-2

Se siguid el procedimiento descrito por Allen M. Gown v Arthur

M. Vogel (18).

Se partié de 20 cajas de petri con el 60% de confluencia, se
lavaron dos veces con 10 ml de solucidn amortiguadora de TNM (Tris
10 mM, NaCl 140 mM, MgC:{.2 5 mM a pH= 7.6). A continuacidn se incu-
baron con 1% de Tritén X-100 en solucidn amo;tiguadora de TMM por
un minuto a T.A., se lavaron dos veces con solucidén amortiguadora
de TNM y se incubaron por 30 minutos a T.A. con una solucidn de
0.5% de Tritén X-100.y 1.5 M de KCl. Enseguida se lavaron dos veces
con solucién amortiguadora de TNM, se despegaron los filamentos

con policia, se resuspendid lo colectado en TNM y se centrifugé a
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leto para. IFI
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10,000 rpm, se descartd el sobrenadante y la pastilla se resuspen-
dié en 200 ul de una solucién que contiene 1% de SDS y 50 mM de

Tris a pH= 6.8.

Posteriormente se tratd de acuerdo al procedimiento descrito

por J.I. Garrels (29).

En el cual se adiciond 1/20 del volumen de la muestra de nu-
cleasa estafilocdcica en H,0 de una concentracidn de 1 mg/ml, se
incubd en hielo durante 15 minutos, y se adiciond 1/10 del volumen
de la muestra de nucleasa y RNAasa (DNAasa I 1 mg/ml, RNAasa 0.5
mg/ml, MgCl2 50 mM, Tris 0.5 M a pH= 7.0), se incubd 10 minutos en
hielo y finalmente se guardaron las muestras.a -20°C en partes ali-

cuotas hasta su uso.

Cuantificacidn de Proteinas

Fundamento

La técnica de Bradford es un método rdpido y muy sensible para

la cuantificacidén de proteinas.

Este método estd basado en la observacidn del azul de Coomas-
sie G-250 2l cual en su forma inicial &s de color rojo, el cual

. N - . +
cambia a color azul cuando el anidn interactda con los grupos NH3

de las proteinas. )

Una ventaja de este método es que el azul de Coomassie G~-250
no reacciona con aminofcidos libres ni con péptidos muy pequefios,
haciendo posible la determinacién de concentracidén de proteinas de

c&lulas de extracto crudo no dializadas. Por este método se puede
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detectar menos de 1 pg de proteina (30).

OCpHg

Para la cuantificacidn de proteinas, se hizo una curva estdn-
dar con diferentes concentraciones de albdmina sérica de bovinc
(BSA) Sigma Chemical Company. St. Louis, M.0. U.S.A., la cual
estaba disuelta en NaCl 0.15 M a una concentracidén de 2 mg/ml.

A continuacién cada una de las muestras a2 determinar, se ajus-
té a un volumen final de 100 ul con NaCl U.IS'M y. se adiciond a
cada una 5 ml de solucidn de Bradford. Las lecturas de D.0 se rea-
lizaron a 585 nm, en un fotocolorimetro Bausch § Lomb Modelo 33-30-

41.

Para saber la concentracidn de proteina de cada una de las
muestras, se correlaciond la absorcidn obtenida con la proteina en

una curva esténdar.

ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay)

Técnica Inmunoenzimdtica en Fase S6lida

Zzts procedimiento se siguid de lo descrito por G. Wolters (31).
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En una caja de 96 pozos, con una recubierta especial para in-
munoadsorcidn, se cubrid cada pozo con 200 upl de extracto de fila-
mentos intermedics de HEp-2 a una concentracién de 0.3 ug/ul de
proteina que se utilizé como antigeno. Se necesitaron 400 ug en ée
ml de Bi-Car a pH= 7.6 (1.56 g de Na2003 + 2.893 g de NaHCO3 en un
litro de agua bidestilada) por placa. Se incubaron 4 horas a T.A.
se elimind el antigenc no unido y se bloquearon los sitios libres
con 20% de suero Colorado en PBS~Tween 0.05% durante 30 minutos a
T.A. Después ée lavaron con PBS~Tween 0.05% 3 veces, 3 minutos cada
vez. Se adicionaron 100 ul del suero del paciente (ler anticuerpo)
a cada pozo a una dilucidn de 1:50 (diluido en PBS-Tween 0.05% + 20%
suero Colorado) durante toda la nbche‘a 4°C. Enseguida se lavaron
nuevamente con PBS-Tween 0.05% 3 veces, 3 minutés cada vez y se pu-
sieron 100 el en cada pozo del 22 anticuerpo GAH-~P (conjugade de
inmunoglobulihas anti-~humanas polivalentes marcadas con peroxidasa)
en una diluci§n 1:1000 con PBS~Tween 0.05% -+ 20% suero Colorado, se
incubaron durante 3 horas a T.A. Se lavaron con PBS-Tween 0.05% 3
veces durante 3 minutos en cada lavado y se pusieron en cada pozo
200 ul de sustrato el cual contiene dcido citrico 0.1 M 6.0 ml,
Na2HP0u 0.2 M6.4% ml, H20 12.5 ml, o-fenilenaiamina 10 mg, H202 30%
10 pl, por cada 25 ml, que es lo requerido para el andlisis de una
caja. Se permitid que la reaccidn enzimftica se lleve a cabo durante
15 minutos en obscuridad y se detuvo la reaccidn con una gota de
H,50, uN. Por ﬁltimo se leyd en un espectrofotdmetro la absorbancia

a 492 nm.

Electroforesis Unidimensional
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1. Preparacidn de las muestras

En la mayor parte de los casos, las muestras a ser analizadas
por electroforesis, fueron liofilizadas y posteriormente disueltas
en la solucidn de Laemmli (32) para muestras compuestas por rojo de
5

fenol 2.8 x 10~ "M, SDS al 2%, glicerol al 10% y +tris-HCl 5.6 M pH=

§.8. A continuacidn se ajustaron a una concentracidén final de 5% de
g-lercaptoetanol y 8M de urea se calentaron a 100°C por un minuto y
despu&s que alcanzaron la temperatura ambiente se aplicaron a los

geless; la cantidad de proteina que se aplicd por gel fue de 1 mg de

extracto de filamentos intermedios de células HEp-2 para geles de

tipo preparativo.
2. Preparacidn de los geles y condiciones para la electrofore-~

La electroforesis unidimensional se hizo en geles planos de
poliacrilamida de 14% x 1% cm y 1.5 <om de espesor, preparados de

acuerdo con el procedimiento que describid Laemmli (32).

El gel separador se prepard a las concentraciones finales
siguientes: acrilamida 10%, bisacrilamida 0.27%, urea 8 M, SDS 0.1%

v tris-HC1 0.38 M de pH= 8.8.

La polimerizacidn del gel se logrd al agregar el persulfatoc de
amonioc al 0.06% y TEMED al 0.08%. E1 gel concentrador se prepard
con las concentraciones finales siguientes: acrilamida 5%, bisacri-
lamida 0.14%, urea 8 M, SDS 0.1%, tris-HC1 0.125 M de pH= €.8. Para
polimerizar el gel se adicionaron parsulfato de amonio y TEMED &

las cocncentraciones finales de 0.05% y 0.01% respectivamente. La



electroforesis se hizo a 100 voltios durante el tiempo necesario
para que el colorante usado como marcador llegara a un centimetro

de la base del gel.

Electroforesis Bidimensional

1. Preparacidn de las muestras
Las muestras para la electroforesis en dos dimensiones se
liofilizaron y resuspendieron en la solucién "A™ de O'Farrel (33),
compuesta pof: urea 5.5 M, NP-40 al 2%, B8-mercaptoetanol al 5% y
una mezcla de anfolinas (pH= 3-10 y 3-7) al 2%. La cantidad de pro-
teina que se aplicd a los geles de enfoque isceldctrico fue de 100

ug por cada gel cilindrico.

2. Preparacidn de los geles y condiciones para la electrofore-

La eleciroforesis bidimensional se hizo en geles de polia-’
crilamida de acuerdo al procedimiento descrito por O*'Farrel (33).
Los geles cilindricos para enfoque isoelé&ctrico median 12.5 cm y 20
cm de largo por 3 mm de didmetro. La composicidn de los geles fue la
siguiente: ure= 2.16 M, ascrilamida 3.7%, bisacrilamida 0.02%, NP-40
2% y 0.1% de anfolinas de un rango de pH= 3-10 y 5-7. La polimeri-
zaciln de los geles se catalizé cuando se agregd persulfato de
amonio y TEMED a las concentraciones finales de 0.01% y 0.07% res-
pectivamente. Durante la polimerizacién de los geles se pusieron
-20 ul de urea BM sobre la superficie de la mezcla y se dejaron poli-
merizar por espacio de una a dos horas. Después se reemplazd la urea

3M por 1la solucién "A" de O'Farell v sobre §sta se pﬁsieron 10 pl de



HZO bidestilada. Al termino de una a dos horas, se pusc nueva solu-

eién "A" y se agregaron las soluciones del dnodo y del cidtodo.

Para el_énodo se utilizd NaOH 0.02 M, desgasificada y para el
cdtodo HaPOh 0.01 M. Los geles se precorrieron 15 minutos a 200
voltios, 30 minutes a %00 voltios y 30 minutos a 600 voltios. Ense-
guida se retird la solucidn de NaOH y la solucidn "A" se aplicaron

las muestras y sobre de éstas se adicionaron 10 ul de solucidn X

Curea 9.0 M y anfolinas 0.05%). La cdmara se volvid a llenar con

NaOH 0.2 M y la electroforesis se desarrolld a 5600 voltios 15 horas

v a 800 voltios una hora.

Cuando termind la electroforesis, los geles se sacaron de los
tubos por medio de presidn de aire con una jeringa; a continuacidn
los geles se equilibraron con 10 ml de solucién "0" de O'Farrel
(Tris-HC1 0.0625 M, pH= 6.8, z-mercaproetanol al 5%, glicerol al
10% y SDS al 2.3%) pdr espacic de una hora, se retiré la solucidn
"0" y los geles se guardaron a -70°C hasta que.se usaron para el
fraccionamiento en la segundé dimensidn. Los geles que se utilizaron
en la segunda dimensidn.se prepararcn en las mismas condiciones que
se describieron para el fraccicnamiento en una sola dimensidén. El
gel cilindrico se uniS con el gel plano mediante agarosa al 1% en
solucibn "O" y se corrid en las mismas condiciones de los geles

para el fraccicnamiento en una dimensidn, exceptc que 2l amortiguz-
dor de la cdmara superior se le adicionaron unas gotas de azul de

bromofenol concentrado como colorante marcador de frente de migra-

cidn electroforé&tica.
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Deteccidn de las Proteinas

1. Tincidén de los geles

Después de la electroforesis en una o dos dimensiones. Al-
gunos de los geles se tifieron por 30 minutos con solucién de azul
de Coomassie y se destifieron con varios cambios de dcido acético al

10$ y metanol al 5%, de acuerdo al procedimiento de Cleveland (34).

Electrotransferencia

Este procedimiento fue descrito por Towbin et al. (35). Los

g=les para electrotransferencia se incubaron dos veces con solucidn
amortiguadora de transferencia durante 30 minutos. Se cortd el papel
de nitrocelulosa y el papel Whatman al tamafio de los geles. La medida

del gel fue 14.5 com x 16 cm, se puso el papel de nitrocelulosa en

solucidn amortiguadora de transfercncia por una hora. Se cubkrié una

charola con la misma solucidn amortiguadora se sumergid una rejilia
de 1la cémara, se puso sobre la misma la fibra scotch, posteriormente
se coloecd el papel Whatman, después el papel de nitrocelulosa y

luego el gel y por Qltimo el otro papel Whatman, se colocd la segun-

da rejilla, y se cerraron las rejillas para formar un emparedado.

No debe tener ninguna burbuja entre papel y ?apel y gel. E1 empare-

dado debe quedar sumergido =n la c8mara de electroforesis y orien-

tado de tal manera que el gel esté hacia el cdtodo y el papel de

nitrocelulosa hacia el &nodo, la cdmara se adaptd a un bafio circula-

dor con temperatura constante de ~5°C y se hizo la transferencia
durante 2 horas a 1.2 voltios. Se sacd el emparedado y se marcd el
papel de nitrocelulosa de la misma manera que estaba colocado el

gel. Se guard§ el papel de nitrocelulosa entre papel-Whatman y en



papel aluminio a -70°C hasta su uso (35).

Tincidn del papel de nitrocelulosa con anticuerpos

Este procedimiento fue descrito por Towbin (35), con varias

modificaciones, con el fin de evitar inespecificidad.

Los papeles con proteinas transferidas fueron marcados con
15piz en la parte de abajo. Se enmascararon los sitios de unién, con
PBS-tween 0.05% + 20% de sueroc Colorado durante 60 minutos a 37°C.
Se lavaron 3 veces con PBS-A durante 5 minutos cada lavado. Se incu-
baron con el suero del paciente, a una dilucién 1:4 con PBS-tween
0.05% + 20% suero Colorado durante toda la noche a 4°C con agitacidn.
Se lavaron 10 minutos con PBS-A, 10 minutos con PBS-tween 02.05% ¥
nuevamente 10 minutos con PBS-A. Se incubaron con GAH-P (conjugado
de antiglobulinas humanas con peroxidasa preparada en cabra), dilui-
do 1:2000 en PES~tween G.U05% + 20% suero de Colorado durante 1 hora-
a T.A. Se lavaron 10 minutos en PBS-A, 10 minutos con PBS-~tween
0.05% y 10 minutos con PBS~A. Se lavaron 2 veces con 50 md de fosfa-
tos 5§ minutos cada lavado. Se incubaron con 40 ml de la solucidn
DAB y 1.2 ml de l1la solucidn NiCo durante 10 minutos a T.A. Posterior
ﬁente se incubaron con DAB—NiCo-HZOZ durante 10 minutos a T.A. Se
lavaron 4% veces con 50 mM de fosfatos por 5 minutos a T.A. A conti-
nuacidn se lavarcon 2 veces con H,0 5 minutos cada vez a T.A. Se pa-—

saron rdpidamente por 040, a1 0.01% en H,0. Por Gltimo se lavaron 3

veces con HZO por 5 minutos a T.A. Se dejaron secar.
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RESULTADOS

ANALISIS DE IFI EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES

De los 1000 sueros de pacientes con eﬁfermedades autoinmunes
recolectados durante dos anos, 500 provenian de pacientes con
LES, 229 de AR y el resto correspondieron a las otras enfermeda-
des autoin&uneé como se muestra en la Tabla No. 1. Ademis en la
misma tabla observamos el porcentaje de pacientes que presentaron
anticuerpos contra el citoesqueleto con respecto al total de pa=-
clentes gue presentaron cada enfgrmedad 1 devcada 4 de estos
pacientes con LES presentaron anticuerpos contra citoesqueleto.

El resto de pacientes de LES presentaron patrones anti-nicleo.

Los datos del niimero de pacientes y(de la dilucidn a la cual
se observan los patrones anti-citoesqueleto en IFI para las
enfermedades de LES y AR se encuentran representados en la Tabla
No. 2, donde la mayor poblacidn de pacientes se encuentra en la

dilucidn 1:64.

Respecto de las otras enfermedades autoinmunes el porcentaje
de anticuerpos anti-~citoesqueleto fue muy bdjo y no se presentd
en todas_(ver Tabla No. 1), por lo que hacer un estudio de éstas

no resultaria representativo.

Con base en lo anterior y tomando en cuenta que la mayor inci-

dencia de enfermedades autoinmunes son LES y AR, nuestro estudio
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TABLA No. 1

ANTICUERPOS CONTRA CITOESQUELETO EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES
DETERMINADOS POR IFI EN CELULAS HEp-2

% de Pacientes gque Pregentaron

No. de Pacientes Ac contra el Citoesqueleto en

Diagndstico Totales cada enfermedad
LES 600 25%

AR 2298 4.3%

ARJ 79  6.3%

EMTC 2¢ No Presentaron
ESP 28 .3.8%

Raynaud 20 5% -

DM 9 No Presentaron
AHA 5 16.6%

Crest 2 No Presentaron

Controles 21 No Presentaron
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TABLA No. 2

ANTICUERPOS CONTRA EL CITOESQUELETO EN LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO Y ARTRITIS REUMATOIDE POR IFI EN CELULAS HEp-2

Titulo por IFI

(anticuerpos pelivalentes No. de
conjugado con Isotiocianato Pacientes con
Diagndstico de Fluoresceina) este titulo
LES (150) 1:16 35
1:64 - 108
1:256 6
AR (229) 1:16 se
1:64 171
%
Controles (21) NEG -

La IFI en los controles se hizo con una dilucidén del suero
1:186

Se consideraron positivos a los sueros que tenfan un titulo
desde 1:16 en IFI.
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se dirigid hacie el andlisis principalmente de LES ya que esta
nfermedad pone en juego la vida de los pacientes la mayoria de

las veces. (Las caracteristicas principales de esta enfermedad

se pueden ver resumidas en el apéndice No. I).

ESTUDIO DE ELISA EN LES Y AR

Se hizo un estudio de ELISA con cada uno de los pacientes de
LES y AR, se utilizaron extractos de citoesqueleto (citoesquele-—
tos~tritén) como antigenc y una dilucidn de 1:50 de los sueros de
pacientes. De los 150 sueros de pacientes con LES. 133 fuercn po-
sitivos en ELISA, mientras en AR de los 229 sueros 200 resultaron

positivos.

A continuacién se hizo un andlisis m&s profundo sclo con LES,

debido a las dificultades en el seguimiento de pacientes v a la
obtencién restringida de sueros (cuando hablamcs de pestringido
nos referimos a la cantidad de suero y al hecho de gue en los
pacientes se puede reducir el titulo por el tratamiento), ademds
de lo costoso que resulta un estudio con anticuerpos especifices,

electroforesis e isoelectroenfoque.

DETERMINACION DEL TIPO DE INMUNOGLOBULINA

Los 150 sueros de los pacientes que tuvieron anticuerpos con-
tra el citoesqueleto, fueron scmetidos nuevamente a la prueba de
IFI con anticuerpos monovalentes conjugados con isotiocianato de
fluorescefna, para determinar el tipo de inmunoglobulina gue

interaccicnd con el antigeno. Z1 98% (130 pacientes) raconocieron
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el citoesqueleto con la inmunoglobulina IgM y el otro 2% con IgG.

Los . controles no presentaron fluorescencia.

TRATAMIENTO DE LAMINILLAS CONM DROGAS

Con el fin de saber que tipo de estructura fibrilar del cito-
esqueleto reconocen los anticuerpos de estos pacientes se prepara-
ron laminillas con células HEp-2 de 24 horas de crecimiento las
cuales fueron tratadas con colchicina. Se conoce que esta droga
provoca queAlos filamentos intermedios (compuestos de vimentina)
.se dirijan hacia la zona perinuclear (36), mientras que el =fecto
sobre los microtbulos es inhibir la polimerizacidén de la tubulina

con lo que también se inhibe la divisidn celular (37, 28).

Una tincidn caracteristica de células tratadas con colchicina
reconocidas con el suero del paciente Ho. 1 se muestra en la
Figura Ib en la cual podemos observar una distribucidén perinuclear
condicién ﬁue caorresponde a los filamentcg intermedios compuestos

de vimentina.

Con el fin de determinar cual era la concentracidn "adecuada"
en la que se obtenia 21 mejor rearreglo, se realizaron varios
‘ experimentos y resultd que, una concentracidén de 5 pg/ml de colchi-

cina y una incubacidn de 2 hrs a 37°C fueron las condiciones final-

mente adoptadas.

Los experimentos siguientes los realizamos solamente con &
suerocs de pacientes con lupus eritematoso que en las pruebas preali-

minares fueron los gue presentaron mayor titulo (1:256) en la prueba
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Figura TIa. Inmunofluorescencia Indirecta de las cé&lulas HEp-2,

tefiidas con el suero del paciente No. 1.

Figura Ib. Inmunofluorescencia Indirecta de las células HEp-2
tratadas con colchicina, tefiidas por el suero del Paciente No. 1.

El1 tratamiento con colchicina fue de 5 ug/ml durante 2 horas.



Figura Ib
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Figura Ic y Id. Inmunofluorescencia indirecta de las células
HEp-2, tefiidas con el anticuerpo monoclonal gue reconoce los 5

tipos de filamentos intermedios.



Figura Ic

Figura Id
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de IFI y fueron las mds altas absorbancias en ELISA como se puede

ver en la Tabla No. 3.

ANALISIS ELECTROFORETICO UNIDIMENSIONAL

Para los experimentos de inmunoelectrotransferencia (reconoci-
miento por anticuerpos de antigenos transferidos a papel de nitro-
celulosa) , se transfirieron a papel de nitrocelulosa las proteinas
de citoesqueletos—trit§n de células HEp-2 y se trataron con los

sueros de los pacientes. Los resultados se muestran en la Figura
II.

Los pacientes 1 a 5 tifieron un patrdn de bandas de proteinas
en un rango de 40 a 68 kilodaltones (Kd), mismo gue corresponde a

la tincién con un anticuerpo moncclonal que reconoce las § clases

de Filamentos Intermedios (39).

El suero del "paciente 6" solo reconocid una proteina con un
peso melecular de aproximadaﬁente 63 Kd. Algunas citoqueratinas
pueden ser fécilmente confundidas con la vimentina y sus productos
de degradacidn cuando se analizan en geles de poliacrilamida en
una dimensidn. Por lo que nos vimos en la necesidad de hacer un
anélisis mds profundo por medio de electroforesis bidimensional.
Esta técnica nos permite una separacidn de las proteinas por punto

isceléctrico y peso molecular.

ANALISIS ELECTROFORETICO S3IDIMENSIONAL

Para determinar precisamente que polipéptidos fueron recono-

cidos por el anticuerpo, la inmunotransfererncia fue realizada con
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TABLA No. 3

_ANALISIS DE 6 SUEROS DE PACIENTES CON LES POR
IFTI Y ELISA

Inmunofluorescencia

Iniirecta (IFI) ELISA
Pacientes FI N A{492 nm)
1 ©1:256 - 1.05
2 1:25¢€ + ) 0.87
3 1:256 + 1.73
4 1:256 T - 1.13
5 1:256 - 0.95
6 1:256 -~ 2.0

" .
FI= Filamentos Intermedios
N= Ndcleo

En el Apéndice II se encuentran las Historias
clinicas de los 6§ pacientes que _se estudiaron
m&s profundamente.
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Figura II. Inmunoelectrotransferencia®* de citoesqueletos
tritén de células HEp-2. Las tiras de nitrocelulosa 1 al
§ corresponden a los pacientes No. 1 al No. 6. A) teiiido
con tinta china, B) control negativo (suero de un pacien-
te normal), C) anticuerpo monoclonal anti-vimentina PM=

58 kd proporcionado por J.F. Goestschy y D) anticuerpo

wonoclenal gue reconoce los S tipos de Filamentos Inter-

hCuando hablamos de inmunoelectrotransferencia nos refe-
rimos a protefnas transferidas electroforétricamente de
un gel de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa,
detectados con un conjugado de inmunoglobulinas con

peroxidasa.



-

Figura I
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citoesqueletos-tritdn de las c&lulas HEp-2 separadas por un gel de

electroforesis en dos dimensiones.

La nomenclatura que se utilizd para catalogar las proteinas
analizadas en electroforesis bidimensional fue la propuesta por

Zoland Moll (40). Esta nomenclatura esta referida a citoqueratinas

e algunas células epiteliales humanas y carcinomas. El catdlogo

0.

se realizd con base al peso molecular y punto isoeléctrico, de tal

manera que las citoqueratinas tienen numeracidn progresiva, de

mayor a menor peéo y de mayor a menor pH. En la Figura III se mues—

tra de manera esquemdtica la migracidn electrofor&tica de las cito-

queratinas.

A continuacidén en la Figura IV vemos un gel de isoelectroen—
fo%ue tefiido con azul de Coomassie en el que se puede observar un
patrdn de proteinas Jde citoesqueletos-tritdn de células HEp-2. En
la Figura V se puede ver un patrdn de pro@einas de citoesqueleto-
tritdn de células HEp-2 tefiido con un anticuerpo monoclonal que

reconoce los § tipos de filamentos intermedios (39), ademds en la

misma figura se hacen notar algunas citoqueratinas y la vimentina.

E1 andlisis de los sueros de pacientes 1 al § reveld que exis
te una tincién de citoqueratinas principalmente en un rango de pH
de 4-~6 en donde esta incluida de Vimentina y uh rango de peso mole-
cular 45-60 Kd que lo podemos observar en la Figura VI, es de hacer

notar que la Citogueratina "18" se encuentra especialmente intensa

(41),

En el andlisis del suero del paciente 6 Figura VII se observa



Figura III. Esquema de Roland Moll (40) para definir la
migracidén electroforética de las Citoqueratinas de cé&lulas

epiteliales y carcinomas humanos.

PGK: 3-fosfoglicerocinasa
BSA: ‘Albdmina s&rica bovina
Az a—-Actina de conejo

V: Vimentina humana
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Figura IV. Gel de electroforesis bidimensional tefiido con
azul de Coomassie en el cual se puede observar un patrdn de

proteinas de citoesqueletos-tritdn de células HEp-2.

Figura V. Inmunoelectrotransferencia de un gel de electro-
foresis bidimensional tefiido con anticuerpo monoclonal que

reconoce los 5 tipos de Filamentos Intermedios.



Figura I

Figura ¥




que se tifieron las Citogueratinas 8, 10, 1%, 18 y no hay tincién

de Yimentina. NStese que los polipéptidos "8" y "i14" se encuentran
mids intensos. Tanto en la Figura IV, VI como en la Figura VII
existe una proteina que cat%logamos como M qué fue reconocida por
el suero de los pacientes que aparentemente no pertenece a los
Filamentos Intermedios, ya que el anticuerpo monoclonal que recono-
cke los 5 tipos de Filamentos Intermedics no la tifie (Figura V) y

dentro del catdlogo de citoqueratinas humanas realizado por Roland

Moll (40), no se describe (Figura III).
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Figura VI. Inmunoelectrotransierencia de un gel de electro
foresis bidimensional tefiido con el suero del paciente No. 1,
los polipéptidos que se reconocieron por los sueros de los pa=-

cientes del No. 1:-al No. 5 fueron muy similares.

Figura VII. Inmuncelectrotransferencia de un gel de elec-
troforesis bidimensional tefiido con el suero del paciente No.

6, el cual presentaba alteraciones cutdneas.



Figura ML

Figura YIL




DISCUSION

En nuestro medio v particularmente en la poblacidn restringi-
da de enfermos del Centro Mé&dico "La Raza", durante aproximadamen-
te dos afios se lograron obtener 1000 sueros de diferentes enferme-
dates autoinmunes y como se vié en la Tabla No. 21 la mayoria de
los sueros fueron de LES y AR (825 sueros). La incidencia de las
otras enfermedades autoinmunes resulta ser en general muy baja
como para ser considerado un estudio representativo, el cual si
se quiere realizar llevaria mucho mds tiempo para solamente la
coleccidn de sueros. Adn cuando se tuvieron bastantes sueros da
AR estos presentaron un porcenteje bajo de anticuerpos contra el
citoesqueleto. Nuestro estudic entonces se dirigid a la poblaciédn

de sueros con LES que presentaron el

N

S% de anticuerpos contra el

citoesqueleto.

En México no existia un estudio actual de enfermedades auto-
inmunes y mucho mencs en relacifén con el citoesqueleto. En la
‘literatura e encuertra reportado, en diferentes enfermedades
autoinmunes, la presencia de anticuerpos contra los tres tipos de
filamentos del citoesqueleto (21). En relacidn a esto se habian
encontrado anticuerpos contra Vimentina en la mayoria de articulos
de estudiocs de LES y en &stos, las c&lulas que se utilizaron fue-—
ron una linea de células de fibroblastos de piel de humano. En un
anilisis de estas mismas células se en;ontré que efectivamente

solo se encuentran filamentos de vimentina, y no de citcqueratinas
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por lo que no se puede excluir que en LES no se generan anticuer-
pos contra citoqueratinas. En este estudio se utilizd la linea
celular HEp-2 (lfnea celular de carcinoma de laringe humano) la
cual, como se puede observar en la Figura IV, presenta un gel
tefiido con aczul de Coomassie en el cual se encuentran las citoque-
ratinas y la vimentina. El1 hallazgo de que'las células HEp-2

estan compuestas de filamentos intermedios de vimentina y cito-

queratinas ya habia sido reportado por Senecal (26Y).

En un estudio de estandarizacién de la tincidn en IFI encon
tramos que resulta determinante la manera de fijar y el tipo de
fijador ya que como se conoce puede haber modificacién de los
determinantes antigéﬁicos o puede modificarse - considerablemente
la morfologia celular. Las condiciones gque resultaron &ptimas fueron

con acetona pre-~enfriada a -20°C durante 10 minutos (ver Mé&todos).

Ahora bien, en estudios previos alguncs autores reportaron
la presencia de IgG e IgM en los sueros de pacientes con LES (25)
Yy en este caso mediante estudios de IFI con conjugados monovalen-
tes encontramos que la mayorfa son IgM (98%), este dato coincide
con lo reportado con Senecal (94.8%) (26) v Kurki (90%) (2u).
Xurki en 1983 sugiere que esto puede ser resultado de una falta
de regulacién en el switch o cambio que suﬁede normalmente en una

respuesta inmune para sintetizar IgG en lugar de IgM.

Inicialmente fue dificil catalogar los sueros que contenian
anticuerpos contra el citoesqueleto ya que para poder hacerlo hay
que conocer el tipo de distribucidn y localizacidn asi como cam-

bios en las estructuras citoesqueléticas cuando las células se
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tratan con drogas.

Por influencia de la literatura (36, 37, 38 y por observa-
ciones de IFI se descart&-la posibilidad de la existencia de
anticuerpos contra microfilamentos en los sueros de LES ya que no
se observd la presencia de fibras de tensidn (42), al menos en

los sueros que se analizaron. Lo que no se podia descartar a

simple vista fue la presencia de microtdbulos o de filamentos

intermedios.

Por lo que se recurrid a la utilizacidén de colchicina ya
que sevsabe que inhibe la polimerizacién de tubulina y destruye
los microtdbulos ¥ en el caso de los filamentos intermedios, pro-
voca una orientacidn en los filamentos de vimentina hacia la zona
perinuclear que es conocido como “rearreglc.de los Filamentos

Intermedios"” (36, 37, 38, 42, u43). Sin embargo existe controver-—

sia entre los reportes acerca de la reorganizacidn de 1la

4}

citogque~
ratinas ya que son varios los que afirman que na sufren ninguna
modificacién con el tratamiento de colchicina (43, uh, u5, u6).
Previc al andlisis de los sueros, en células tratadas con
colchicina, se realizaron algunos experimentos con las células
HEp-2. Se encontré que, para observar rearreglo de los Filamentos

Intermedios en forma clara, la concentracién de colchicina debe

ser 5 ug/ml durante 2 horas,

mediante este tratamiento de las cé-
lulas fue como se catalogaron los sueros de los pacientes y se
encontrd que los anticuerpos de los pacientes con LES son dirigi-

dos contra Filamentos Intermedios. Este resultado confirmé lo

reportado anteriormente por Alcover et al (21, 23, 26).
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Se hace notar que una de las cosas que debe ser tomada en
cuenta para evitar falsos positivos o falsos negativos en cuanto
a la presencia de citcqueratinas y de vimentina en céiulas HEp-2,
es el estado de crecimiento de éstas en 1os cubreobjetes y en las
cajas de petri, ya que si se encuentran en semiconiluencia se
\sintetizan bajos niveles de citoqueratina§ y altos niveles de
vimentina. Para evitar esto hay que utilizar siempre la misma

.

fase de crecimiento (a final de la fase logaritmica o semicon-

fluencia). Esto fue reportado por Samuel D. Bernal et al (18).

Los resultados en ELISA también confirmaron que son Filamen-
tos Intermedios ya que se utilizd como antigeno citoesqueletos-
tritdn tratados con alta concentracidn de sales, los cuales solo

tienen Filamentos Intermedios (19).

Como se observé en la Figura IT el andlisis por Inmunotrans-
ferencia de la Electroforesis Unidimensional de proteinas de cito-
esqueletos—tritén de c&lulas HEp-2, revela la presencia de bandas
de polipéptidos de un rango de 40-68 kd en los sueros de LES,
pPero no se pod;a mediante esta metodologia asegurar con precisién
de qué proteinas se trataba. Estos mismos resultados habian limi-
tado también a ios estudios antericres (22, 23, 24, 26, 27). Sin
embargo se hizo un anélisis més cuidadoso.de  las proteinas ya que
se enfocaron en su punto isoeléctrico y después se analizaron a
través de un gel analftico de poliacrilamida. Los resultados fue-

ron mostrades en la Figura IV y V.

Estos resultados entran en controversia con lo reportado por

varios autores (22, 23, 24%, 26, 27) ya que afirman haber encontrado
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solo Vimentina en sus estudios. Se encontraron en 5 pacientes con
lupus eritematoso sistémico resultados muy similares, donde se

reconocieron tanto citoqueratinas y vimentina. Un hallazgo intere-
sante fue el reconocimiento de solo citoqueratinas por un paciente

el No. 8 de lupus eritematoso con manifestaciones cut&neas.

Se hace notar que en este estudio; agn cuando se modif
proteina, no se modificd el epitope que reconocieron los anticuer—
pos de los sueros de los pacientes ya que se tuvieron resultados
positivos con IFI, ELISA e Inmunoelectrotransferencia en una y
dos dimensiones respectivamente. Respecto de los probables meca-
nismos involucrados en la produccidn de autoanticuerpos contra

los Filamentos Intermedios existen varias hipétesis.

Por un lado, los anticuerpos pueden elevarse como una "reac-
cidn normal” a la destruccidn de tejido, pero tambi&n es posible
que la tolerancia contra si mismo Sse rompa per una reaccidn cruza-
da con antigenos microbianos (él, 47, 48). Otra teoria es que se
forman "anticuerpos dafiinos" que causan inflamacidn cuando forman
complejos inmunes locales o circulantes. Este efscto, sin embarge,

' puede ser mis complicade ya que hay factores intracelulares circu-
lantes en lcs.que se incluyen enzimas y otras proteinas que regu-
lan la polimerizacién, despolimerizacidn y degradacidn de las

estructuras citoesqueldticas.

Tambi&n se conoce que los Filamentos Intermedios son capaces
de unir Cig (un componente del sistema de Complemento). La interfe-
rencia de los autcanticuerpos en estos procesos pueden conducir a

un desajuste en el sistema de regulacién. Este desajuste puede
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tener consecuencias patoldgicas tales como el aciimulo de filamen-—

tos.

En el caso de la unidn de Ciq a Filamentos Intermedios que-es
una respuesta de autoanticuerpos independiente del reconocimiento
del anticuerpo, la activacién de Clg parece ser fisioldgicamente
importante y ha demostrado que opera también contra lipopolisaci-
ridos bacterianos, células infectadas con virus y células infec-

tadas con pardsitos (48).

Por dltimo, el estimulo de la produccidn de anticuerpos con-
tra Vimentina y Citoqueratina puede ser derivado de la destruccidén
de células que contienen Filamentos'de Vimentina como los linfoci-
tos y las cé&lulas del liquido sinovial, los hepatocitos y células
epiteliales de la gldndula exocrina en el caso de los Filamentos

de Citoqueratinas.

Se haée notar, que este estudio dista mucho de ser un. estudio
generalizado de enfermedades autoinmunes. Sin embargo en lo que
respecta a LES creemos que reqne varios hallazgos que son de consi-~-
deracién. No se esta del todo satisfeého ya que existieron razones
fuera de nuestro alcance como la recoleccidn de muestras de suero

asi como de su mantenimiento antes de que fueran analizadas.

Para poder hacer una correlacidn adecuada de los hallazgos
clinicos con los resultados de laboratorio, se sugiere un protocolo
en el cual se delimiten mejor las condiciones de recoleccidn de
sueros en cuanto a‘la cantidad y calidad de estos asi como, un

estudio detallado de cada paciente con su evolucidn 'y sus manifes-
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taciones clinicas (Historia Clinica completa). Adem&s de ser posi-
ble detérminar el "momento clinico" en el que se tomd la muestra
de sangre y preferiblemente hacer varias tomas en diferentes eta-

pas de la enfermedad.

Seria ademds interesante hacer un estudic de inmunoguimica
aunado a microscopia electrdnica y quimica de proteinas para
determinar, si estos anticuerpos recconocen a los dos tipos de
proteinas o de Filamentos o realmente se trata de una situacidn

en la que existen determinantes antigénicos compartidos (16).

Tambié&n seria interesante determinar si en este tipo de célu-
las HEp-2, en donde se encuentran la Vimentina y las Citoquerati-
nas comparten el mismo filamento y forman heteropolimerocs ¢ s&
encuentran de alguna manera formando copolimeros. Para estos
dltimos estudios se requeriria de anticuerpos monoclonales especi-

ficos y estudios de doble inmunofluorescenciaA(17).
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CONCLUSIONES

1.~ Se estandarizd el método de IFI en las c8&lulas HEp-2
para la deteccidn de AAN y anticuerpos contra el citoesqueleto en
enfermedades autoinmunes, la fijacidn se realizd con acetona

enfriada a -20°C durante 10 minutos a 4°C.

2.~ Se estandariz$ el método y la concentracidén adecuada de
coléhicina para provocar el rearreglo de los Filamentos Interme-
dios a la zona perinuclear. Estas condiciones son 5 ug/ml durante
2 horas a 37°C.

3.~ Se encontraron las condiciones adecuadas para hacer
determinacién de ELISA, cuando se utilizd come antigeno citoes-
queletos-trit§n, para una caja 20 mls de Bi-car y 400 ug de

proteina de citoesqueletos-tritdn.

4.~ Se encontrd que 1 de cada 4 pacientes con LES presentaron
anticuerpos contra Filamentos Intermediosﬁ En total un 25% de los
pacientes de LES presentaron anticuerpos contra Filamentos Inter-
medios, para las otras enfermedades autoinmunes el porcentaje de
estos anticuerpos fue: AR 4.3%, ARJ 6.3%; ESP 3.8%, Raynaud 5%,

AHA 16.6%.

El 98% de los sueros de pacientes con LES reconocieron Fila~
mentos Intermedios con la inmunoglobulina IgM y el otro 2% con

IgG.
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5. Se encontr§ que los anticuerpos de sueros de pacientes
con LES, reconocen un rango de prote;nas de 40-68 Kd de peso

molecular cuando fueron analizadas por PAGE.

6. Se determind que tanto las Citoqueratinas como la Vimenti-
na son reconocidas por los sueros de pacientes con LES. Estas
proteinas se encuentran principalmente en un rango de peso mole-
cular de 45-80 Kd y en un rango de pH de 4-6 cuando se analizan

por Electroforesis Bidimensional (Isoelectroenfoque y PAGE).
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APENDICE I

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES) (50, 51, 52)

Bases para el diagnéstico

~Ocurre primordialmente en las

mujeres (20-40 afios)

-Erupcidén sobre zonas expuestas a la luz solar

-Sintomas articulares en 90% de los enfermos

-Afeccidn de mdltiples sistemas

-Depresidén de los niveles de hemoglobina, de los leucccitos y

de plaquetas.

-Datos seroldgicec: prueba de anticuerpo antinuclear positiva

y anticuerpos contra DNA.

Consideraciones generales

El lupus eritematoso Sistémico
autoinmunitarioc que puede afectar a
Sus manifestaciones sintomdticas se
sean debidas al atrapamiento de los
en los capilares de las estructuras
puede variar desde un trastorno con

enfermedad rédpidamente fulminante y

El lupus eritematoso Sistémico

es un trastorno inflamatorie

miltiples Srganos y sistemas.
piensa que son Secundarias y
complejos antigeno—anticuerpo
viscérales. El curso clinico

eplsodios leves hasta una

mortal.

no es raro. Las cifras recien-

tes de una gran poblacidén urbana representativa indican una
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frecuencia que excede un enfermo por cada 2,000 personas. Aproxi-
madamente 85% de los enfermos son mujeres. Aunque el padecimiento
puede ocurrir a cualquier gdad, la mayoria de los enfermos se
encuentran comprendidos entre la edad de 10-50 anos, con gran

agrupamiento entre la edad de 20 y 40 afics.

Antes de hacer un diagndstico de lupus eritematoso sisté@mico
espontdneo, es imperativo el evaluar que el trastorno no haya sido
inducido por algin medicamento. Aproximadamente 25 medicamentos
han sido implicados en la produccién del sindrome semejante al
lupus, pero sdlo algunos cuantos causan el trastorno con frecuen-~
cia apreciable. La procainamida (anti-arritmico) y la hidralazina
(anti-hipertensivo) constituyen los mds importantes y mejor
estudiados de estos medicamentos. Aunque las pruebas de anticuerpos
antinucleares y otros Hallazgos séricos se vuelven posgitivas en

muchas personas que estdn recibiendo estas substancias, sdlo

algu-

nas cuantas tienen manifestaciones sintom&ticas.

Cuatro caracteristicas distinguen al lupus inducido por medi-
camentos del lupus de aparicién espontdnea: (a) en el sindrome
inducido por medicamentos, el cociente de los sexes es casi el
mismos (b) la nefrirtis v las caracteristicas del sistema nervioso
central ordinariamente no estdn presentzs; (c) el complemento
deprimido del suero y los anticuerpos contra el DNA nativo estdn
ausentes, y (d) las caracteristicas clinicas vy las anomalias de
los an&lisis de laboratoric revierten hacia lo normal, cuando el

medicamento ofensor es suspendido, aunque las anormalidades séricas

pueden persistir durante meses o afos.
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La ocurrencia familjar del lupus eritematoso sistémico se ha
documentado iterativamente y el trastorno ha afectado en numerosos
casos de gemelos univitelinos. La confluencia de caracteristicas
séricas (prueba con respuesta positiva para los anticuerpos contra
el DNA, hipergammaglobulinemia) es observada en los miembros de
las familias asintomf8ticas y la frecuencia de otras enfermedades
reumdticas esté aumentada entre los familiares de los enfermos. Una
hipdtésis actual sugiere que hay una anormalidad subyacente genéti-
camente determinada en la regulacién inmunitaria, relacionada con
la funcién defectuosa de las cé&lulas T, resultando en hiperactivi-
dad de 1las células B. Esto conduce a la produccién de autoanticuer—
pos mﬁltiples que causan dafio tisular a través .del mecanismo del

depSsito de complejos inmunitarios.

Se piensa que los virus desempefien algin papel en la induccidn
de este trastorno en alglin huésped genéticamente dispuesio. Tl ra-
tén de Nueva Zelanda en el cual se desarrolla un sindrome gue es
notoriamente semejante al lupus idiopdtico del humano, almacena al
virus de la leucemia murina. Los enfermos con lupus diseminado tie-
nan cifras elevadas de anticuerpos contra diversos antigenos vira-
les, incluyendo los del sarampidén, rubéola y parinfluenzavirus. En
los estudios de los enfermos con este trastorno, las micrografias
electrénicas de las cé€lulas endoteliales de los capilares en el
tejido de la biopsia renal y de los linfocitos circulantes, han
mostrado estructuras reticulares tubulares que se piensa que estén’

relacionadas con los virus.

El diagnéstico de lupus eritematoso sistémico debe sospecharse



en los enfermos que tienen una enfermedad que afecta a mdlriples
sistemas con positividad en el suerc (por ejemplco, anticuerpos

antinucleares, pruebas serpldgicas para la sifilis).

Rheumatism Association ha propuesto que el diag-~

La American

ndstico de lupus eritematoso Sistémico puede hacerse con razonable

probabilidad si se satisfacen cuatro de los siguientes 11 crite-

rios, en serie o en forma simultdnea, durante un intervalo de

observacién: exantema malar; exantema discoide; foroseansibilidad,

dlceras bucales: artritis nc erosiva; serositis; trastorne renals

trastorno neuroldgico; anemia hemolitica, leucopenia, linfopenia ¢
trombocitopenia; preparacidn de célula LE positiva, anti-DNA,

anti-Sm o prueba serocldgica falsa positiva para la sifilis; anti-

cuerpo antinuclear positivo.

Datos Clinicos

4. Sintomas y signos: Las caracteristicas generales incluyen

fiebre, anorexia, malestar y pérdida de pesc. La mayoria de lcs
la erupcién

e

enfermos tienen lesiones cutdneas en algldn momento;
caracteristica en "alas de mariposa' afecta a menos de la mitad de
discci-

los enfermos. Otras manifestaciones cutdneas incluyen lupu

de, lesiones tipicas en las puntas de los dedos, eritema periungu-

lar, infartos de los pliegues de las uflas y hemorragias como asti-

llas. La alopecia se observa cominmente. Las lesiones de las muco-

sas tienden a ocurrir durante los periodos de exacerbacidn.
Los sintomas articulares con o sin sinovitis activa, ccurren

en més de 90% de los enfermos y constituyen a menudo la manifesta-
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cidén mis temprana. La artritis rara vez es deformante; los cambios
erosivos casi nunca son observados en las radiograffas. Los nddu-

los subcutdneos son raros.

Las manifestaciones oculares inecluyen conjuntivitis, fotofobia,
ceguera transitoria y borramiento de la vigién. Las manchas algodo-
nosas sobre la retina {cuerpcs citoidas) representan la degenera-—
cién de las fibras nerviosas debida a oclusién de los vasos reti-

nianos.

La pleuresfa, derrame pleural, bronconeumonia y neumonitis son
frecuentes. La enfermedad pulmonar restrictiva es demostrable a

menudo.

El pericardic esti afectado en la mayoria de los enfermos. La
insuficiencia cardiaca puede resultar de la miocarditis y la hiper-

tensidén. Las arritmias cardiacas son comunes.

El dolor abdominal, fleo y peritonitis pueden resultar de

vasculitis.

Las complicaciones neuroldgicas del lupus eritematoso Sistémi-
co, por loc general, se observan en los enfermos que tienen enferme-
dad muy activa. Los cambios mentales, depresidén grave y la psicosis
gon intensificadas en ocasiones por la administracidn de grandes

dosis de glucocorticoides.

Se han observado diversas formas de nefropatia. La glomerulo-
nefritis proliferativa que puede estar asociada con el sindrome

nefrdtico y la insuficiencia renal, constituye la amenaza mayor
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contra la vida del enfermo de lupus eritematoso Sistémico.vLa
nefritis focal o mesangial es habitualmente benigna pero ocasio-
nalmente puede progresar. Un tercer tipo, la glomerulonefritis
membranosa, estf asociada con proteinuria profusa y el sindrome
nefrético tiende a progresar muy lentamente. Cﬁando se da tratamien
to apropiado, es favorable la tasa de supervivencia aiin en pacien-

tes con enfermedad renal grave (glemerulonefritis proliferativa).

Otras caracteristicas sintom&ticas incluyen: linfadenopatia,

esplenomegalia, anemia hemolitica y pirpura trombocitopénica.

B. Datos de Laboratorio: Los anticuerpos antinucleares pueden
ser detectados en aproximadamente 95% de los enfermos. Las eleva-
ciones séricas de anticuerpo contra DNA de doble tira y la disminu-
cidn del complemento sérico -datos sugestivos de actividad de la
enfermedad- suelen volver a la normalidad durante la remisién. La
hipergammaglobulinemia, una prueba de Coombs con reaccidn positiva
y el factor reumatoide pueden ser demostrables en él suero. Las
pruebas serol§gicas positivas falsas para la sffilis ocurren en
§lreded0r de 20% de los enfermos. La prueba de absorcién de anti~
cuerpos fluorescentes contra el treponema tambié&n puede resultar
positiva falsa, un patrén en cuentas de rosario de la inmunofluores
cencia puede servir para distinguir de una verdadera reaccién posi-
tiva. Les tituleos de anticuerpos contra una amplia gamma de otros

‘tejidos celulares y de Srganos pueden ser observados.

A menudo hay anemia leve normocitica, normoerdmica y ocasional

mente anemia hemolftica autoinmunitaria. La velocidad de sedimenta-
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cifn eritrocitaria casi siempre se eleva cuando la enfermedad est&
activa. La leucopenia y la linfopenia son comunes; la trombocito-

penia ocasionalmente puede ser grave, provocando piirpura.

Las pruebas de la funcidn hepdtica a menudo tienen leves anor-
malidades. La anomalfa del sedimento urinario se halla casi siempre
en asociacién con las lesiones renales. Muestras de eritrocitos y
.de proteinuria leve son frecuentes durante la exacerbacidn de la
enfermedad; éstas muestras, por lo general, se abaten con la mejo-

ria. La proteinuria profusa indica una grave afeccidn.

Tratamiento

ELl tratamiento va a depender de 1a sintomatologia que presente

el paciente.

En la mayorfia de los casos se administra glucocorticoides.
Pero en ei caso de que los enfermos sean resistentes a los gluco-
corticoides se les administra agentes inmunosupresores como la

ciclofosfamida, clorambucil o azatioprina.

Curso y prondstico

En la mayoria de los pacientes la enfermedad sigue un curso
crdénico leve, ocasionalmente interrumpido por-la actividad de la
enfermedad. Con el tiempo, el nidmero y la intensidad de las exacer-
baciones disminuye y la probabilidad de mayores ataques a las
estructuras viscerales declina. Después de 5 afnos de enfermedad los
datos anormales de laboratorio, como la velocidad de sedimentacidn

eritrocitaria aumentada y tftulos anti-DNA se vuelven normales en
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‘muchos enfermos. Sin embargo, hay algunos en los cuales la enferme-—
dad adquiere una forma virulenta que conduce a alteracifn grave de
las estructuras vitales, como el pulm§n, coraz(_ﬁn, encéfalo o rifio-
nes, y la enfermedad puede conducir a la muerte. Aunque tales mani-—
festaciones ocurrcen con mayor probabilidad en las fases iniciales
de la enfermedad, se debe estar alerta a la posibilidad de su ocu-
rrencia a cualquier tiempo. La complicacidn grave mds frecuentemen-—
te observada es la enfermedad renal progresiva, seguida por la afec
ciﬁn del sistema nervioso central. Otra causa importante de enfer-
medad y muerte es la infececidén, relacionada en parte al uso de los

glucocorticoides (S0, 51, 52).
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APENDICE II

Datos de las Historias clinicas de los 6 pacientes de LES que se

- estudiaron m&s profundamente.

Paciente No. 1

Sexo: Femenino

Edad: 20 anfos

Diagndstico: Lupus Eritematoso Sistémico, Hipertensidén arterial
sisté&mica

Evolucidn: Inicid a los 13 afios de edad

Datos Clinicos: Artritis, vasculitis, alteraciones dérmicas,

eritema facial en heliotropo

Dos biopsias:1. Glomerulonefritis

renales

2. Glomerulonefritis proliferativa difusa

Datos de laboratorio:

En suero Valores Normales

CHggq - 125 mg% 95 - 150 mg%

Cy - 57 mg% 46 - 114 mg%

CQ - 12 mg% 9 - 35 mg%

Hb - 12.9 g/di 12 - 16 g/d1
Hematocrito - 37.56% 38 - u47%
Plaquetas - 368,000/mm> 150,000 - 400,000/mm>
Leucocitos - 5,300/mm> 4,500 - 11,000/mm>
AAN — 256F AAN - neg

Paciente No.

2. No se encontrd su Historia Clinica
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Paciente No. 3
Sexo: Femenino
Edad: 60 afos
Diagnéstico: Lupus Eritematoso Sistémico
Evolucidn: Iniecid en Eneroc 1882

Datos Clinicos: Artritis, Raynaud, eritema facial

Datos de laboratorio:

En_ suero Valores Normales
CHggy - 100 mg% 95 - 150 mg$%
Cy - 51 mg$ 46 -~ 114 mg$%
c, » - 1% mg$% 9 -~ 35 mg%
Hb - 14 g/dl 12 - 16 g/dl
Hematocrito - 43.7% - 38 - 47%

AAN - 256 MFy F AAN - neg

Paciente No. 4
Sexo: Femenino
Edad: 38 ‘afos
Diagnéstico: Lupus Eritematoso Sistémico
Evolucién: Inicio en Febrero 1985

Datos Clfnicos: Vasculitis y se le realizd una Esplenectomia (quitar
el bazo)



Datos de laboratorio:

En _suero

CHg, -
c, -
C, -
Hb -

Hematocrito -

Plaquetas -

Leucocitos -
AAN -
VDRL -

Paciente No. §
Sexo:

Edad:
Diagnéstico:

Evolucidn:

Datos Clfnicos:

120 mgt
73 . mgh

23 mg%

1u.8 grai
45%
230,000/mm°
6,100/mm’
256F

()

Femenino

34 afios

Lupus Eritemat
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Valores
a5

46

9

12

38
150,000
4,500
AAN

Normales

150 mg%

ilu mgh

35 mg%

16 g/dl
47%
400,000/mm>
11,000/mm3

neg

osc Sistémico

Inicid en Septiembre de 1984

Datos de laboratorio:

En_suero

Hb ~
Hematocrito -
'VDRL -
AAN -

Ac. Fluores~-
centes para,
Treponema -

13 g/di
38.5%
(+)

256F

)

Artritis, probable Trombosis cerebral

Valores Normales

12 - 16 g/dl

38 - 47%

VDRL ~ (-)
AAN - (-)
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Paciente No. 6
Sexo: Femenino
Edad: 55 afios

Diagndstico: Lupus Discoide Diseminado

Antecedentes
heredo-fami-~
liares: Diabetes mellitus a los 10 afios

Evolucidn: Inicid en Septiembre 1980

Mancha pruriginosa eritematosa, Glceras orales,
caida de pelo, dermatosis, vasculitis en mancs y en

la planta del pié&

Datos Clinicos:

Datos de laboratorio:
Valores Normales

En suefa
a8 -~ 150 mg$%

CHgq -~ 31 mg%

4 - 71 mg% 6 - 114 mgh

Cy - & mgt 9 ~ 35 mg%

Hb -~ 15.8 g/dl 1z ~ 16 g/dl

Hematocri

to ~ u48% 38 - u7%
AAN - (=)

AAN -~ 256F



TABLA No. 4

PORCENTAJE DE HOMBRES Y MUJERES QUE PRESENTARON LES Y FUERON
POSITIVOS CONTRA FILAMENTOS INTERMEDIOS

MNo. de Pacientes

Edad

600 - 150 *% ®
Sexo LES LES (+) FI Controles (Afios)
Hombres 150 (25%) 12 (8%) 10 35-50 afios
Mujeres 450 (75%) 138 (92%) 10 20-60 afios

¥
Controles edad 20~40 afios

ek : . .
Que reconocieron Filamentos Intermedios

-28=
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