Presencia de Autoanticuerpos anti-SSA/Ro y/o
anti-SSB/La y su Rol en la Progresion hacia

Enfermedad Autoinmune

Summary

Introduction: The presence of autoantibodies can
occur years before clinical disease though their presence
does not predict disease progression. Mothers enrolled in
The Research Registry for Neonatal Lupus (RRNL) are an
excellent opportunity to study disease progression, since
all of these women are anti-Ro/La positive, and many are
asymptomatic at the birth of an affected child. Materials
and Methods: 99 mothers (32%) from the RRNL were stu-
died, all of whom had been follow-up more than one year.
They were classified in six different categories depending
on the diagnosis made at the time of birth (Asymptomatic,
Pauci-SLE, Pauci-SS, SS, SLE and SLE with secondary
SS). The presence of the autoantibodies was confirmed
by ELISA and Immunoblot assays. Results: 28.3% were
asymptomatic at the time of birth, and 39.4% had already
developed a few symptoms. Out of 67 mothers, 43.3%
progressed to a clinical autoimmune disease after 8.3
years of follow-up. The most common progression of all
the asymptomatic or pauci symptomatic mothers (n = 67)
was towards SS (28.4%) after a follow-up of 5.4 years,
and only 14.9% progressed to LES. The latter was seen
later in time (8.7 years since birth). Antibody profile was
neither useful as a progression biomarker nor as a diag-
nostic tool.
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INTRODUCCION

Cada vez existe mayor evidencia que demuestra que la
presencia de autoanticuerpos precede por ahos al inicio de
la enfermedad autoinmune; sin embargo, es alin imposible
predecir quién desarrollarad mas adelante la enfermedad cli-
nica." Un estudio publicado por Harley et al. demostr6 en
130 pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) la
presencia de al menos un autoanticuerpo varios aflos antes
de presentar la primera manifestacion clinica de la enfer-
medad. Los autoanticuerpos anti-SSA/Ro y anti-SSB/ La
se encontraron en un 47% y 34%, respectivamente, y en un
promedio de 9,4 y 8,1 ahos previos al inicio de la sintoma-
tologia.? Los anticuerpos anti-Ro/anti-La se encuentran en
la mayoria de los pacientes con Sindrome de Sjogren (SS)
y en un 15%-45% de los pacientes llipicos. No se sabe la
frecuencia en la que se encuentran estos anticuerpos en
la poblacion general. Algunos estudios han demostrado
previamente que las madres asintomaticas de hijos con
Lupus Neonatal (LN) desarrollan con el tiempo sintomas
de enfermedad autoinmune. En un reporte de Julkunen et
al? 15 de 31 madres (48%) cuyos hijos sufrian de bloqueo
cardfaco congénito (BCC) eran asintométicas previo al
nacimiento, y después de ocho afos de seguimiento, sdlo
7 (46,7%) permanecian aln asintomaticas. Las 8 restan-
tes desarrollaron distintas enfermedades autoinmunes (4
LES, 2 SS, 1 hipotiroidismo autoinmune y 1 enfermedad
de Graves). En un estudio realizado en Toronto por Press
et al. se observd que el 66% de las madres de hijos con
BCC (n =42) eran asintomaticas al momento del parto, y
que después de un periodo de seguimiento 3 desarrollaron
LES y 2 SS.* En cuanto al perfil de anticuerpos como
predictor de progresion de enfermedad, Dr. Tseng et al.’
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estudiaron 23 madres de hijos con LN (22 BCC, 1 Rash).
La evaluacion de los anticuerpos fue restringida a SDS-
inmunoblot de la linea celular linfocitica. Para cada madre
al menos dos muestras estaban disponibles, y habian sido
obtenidas con al menos 13 meses de diferencia entre ellas
(promedio entre cada test de 45 + 27 meses); 22 de los 23
perfiles no cambiaron a pesar de la progresion clinica. En
Chile, Pacheco et al.®” encontraron que en un grupo de 50
pacientes LES, 30% eran anti-Ro positivos por técnica de
ELISA 'y 28% eran también positivos para anti-La. En este
subgrupo de pacientes (anti-Ro/La positivos) la incidencia
de LN fue de un 9% (2 LN en 22 embarazos). No se estu-
did, eso si, a madres de LN en ausencia de enfermedad
autoinmune.

Un nuevo y especial interés se ha focalizado en la acti-
vacion de la via de la citoquina antiviral Interferon (IFN)
tipo I, en especial la subfamilia del IFN alfa (IFN-a),% en
la etiopatogenia de algunas enfermedades autoinmunes.
Esta activacion se ha observado en pacientes con LES y
SS. y se ha visto que definirfa a un subgrupo de pacientes
con mayor grado de severidad de la enfermedad, com-
promiso renal y presencia de autoanticuerpos reactivos
contra proteinas unidas a RNA (RNA-binding protein o
RBP), especialmente anticuerpos anti-Ro.° Los antigenos
Ro y La, que se encuentran normalmente en el intracelu-
lar, durante el proceso de necrosis o apoptosis se verian
expuestos hacia el extracelular, formando asi complejos
inmunes (CI) que en contacto con las células dendriticas
plasmocitoides (PDC) son capaces de estimular la produc-
cion de IFN tipo 1.1-12

El Registro Nacional de Lupus Neonatal de Estados
Unidos (Research Registry for Neonatal Lupus o RRNL),
establecido en septiembre de 1994 en Nueva York,"” ha
identificado a la fecha 309 casos de madres de hijos con
LN. En todas ellas se ha detectado la presencia de autoan-
ticuerpos anti-SSA/Ro (contra 52 kD Ro y 60 kD Ro), y/o
anti-SSB/La (contra 48 kD La). Las madres son conside-
radas como candidatas potenciales para ser enroladas en
el RRNL si han tenido hijos con alguna manifestacion de
LN. Este sindrome se ha definido como la presencia de
BCC, rash neonatal caracteristico, o enfermedad hepatica,
en presencia de autoanticuerpos maternos anti-SSA/Ro
y/o anti-SSB/La. Lo mas frecuente es la deteccion durante el
embarazo, ya que el 70% de los casos de LN se manifiesta
in utero por BCC. Este Registro ofrece la oportunidad
Gnica de estudiar el desarrollo de la enfermedad, ya que
muchas madres son totalmente asintomaticas al momento
del parto, y solo se han detectado los anticuerpos a raiz del
diagnostico de LN, 314
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OBJETIVOS

El objetivo del estudio fue evaluar el desarrollo de una
enfermedad autoinmune en mujeres asintomaticas o poco
sintomaticas en las que se ha detectado la presencia de
autoanticuerpos anti-Ro y/o anti-La.

MATERIALY METODO

Estudio retrospectivo de madres enroladas en el
Registro de Lupus Neonatal de Estados Unidos.

Individuos

Se realiz6 la evaluacion clinica y de laboratorio de 99
madres (32%) y de sus 414 hijos pertenecientes al RRNL.
Se incluyd solo a quienes se les habian realizado segui-
miento por un periodo mayor a un afo. Esto se hizo para
asegurar un seguimiento suficiente como para evidenciar
alglin cambio en la sintomatologia, ya que los autoanti-
cuerpos pueden estar presentes anos antes de las primeras
manifestaciones clinicas de la enfermedad autoinmune.

Definicion del diagnostico

Como el RRNL es un registro nacional, la determina-
cion del diagnostico inicial y el seguimiento de las madres
se realizaron mediante revision de cuestionarios enviados
por correo, entrevistas telefonicas y revision de los docu-
mentos médicos recibidos.” Los cuestionarios fueron
enviados periddicamente por correo, e inclufan preguntas
relacionadas con LES y SS, por ejemplo: presencia de
rash cutaneo posterior a exposicion solar, dolor articular,
inflamacion articular, sensacidon de sequedad de ojos, de
boca, test de Schirmer positivo realizado por su médico.

Los pacientes se clasificaron en seis grupos segiin
los sintomas y/o criterios objetivos de enfermedad.

Grupo I:  Asintomaticos (pudiendo tener ANA, leuco-
penia o linfopenia).
Grupo II: Pauci-LES (algunos sintomas de LES, pero

sin cumplir los criterios de la American
College of Rheumatology (ACR),” 'y sin
ninglin sintoma o criterio objetivo de SS, a
excepcion de anti-Ro/anti-La).
Grupo III: Pauci-SS (sin criterios suficientes de SS,
pero con al menos un sintoma SICCA).
SS probable o definitivo. El diagnostico
de SS se basd en los criterios inicialmente
publicados por Vitali et al.'® en 1993. Se
considero probable SS cuando existian dos
respuestas positivas en el cuestionario (sinto-

Grupo IV:
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mas SICCA) mas la presencia de anticuerpos
anti-Ro y/o anti-La. Diagnostico de SS defi-
nitivo si se documentaban criterios objetivos
como a) ocular (test de Schirmer <5 mm en
5 min o Rosa Bengala u otro score de ojo
seco =4), b) score = 1 en biopsia de glandula
salival, c) evidencia objetiva de compromiso
de glandula salival (cintigrafia salivaria, sia-
lografia parotidea, flujo salival < 1,5 ml en
1,5 minutos).

LES (con mas de cuatro criterios definidos
por la ACR)."

Grupo VI: LES con SS secundario.

Grupo V:

Vitali et al. publicaron recientemente una version
revisada de la clasificacion de los criterios europeos para
SS basados en el Consenso Americano-Europeo.!'” Estos
criterios agregaron que los pacientes con SS deben tener
anti-Ro y/o anti-La, o biopsia de labio inferior positiva.
Aunque ha sido argumentado por Manthorpe!® el Con-
senso US-Europeo contintia apoyando los criterios subje-
tivos y el diagnostico por medio de cuestionario, ya que
en la practica la biopsia de labio es rara vez solicitada para
la confirmacion diagnostica.!® De hecho, solo un 10% de
las madres del RRNL (n = 30) afirmd en el cuestionario
que se le habfa realizado esta biopsia a raiz del hallazgo
de anticuerpos anti-Ro/anti-La.

Determinacion de autoanticuerpos

En todos los casos se confirmo la presencia de anti-Ro
y/anti-La mediante técnica estandar de ELISA y de Inmu-
noblot para la evaluacion de 48 La, 52 y 60 Ro, usando
extractos de la linea celular MOLT4 y/o proteinas recom-
binantes).*- 2-26-2 Estas proteinas humanas recombinantes
autoantigénicas SSA/Ro y SSB/La fueron producidas en
el laboratorio usando el plasmidio pET28 en Escherichia
coli BL21 (DE3; Novagen, Madison, WI). Con respecto
a la técnica de ELISA, cada muestra fue analizada en
duplicado, utilizando el promedio de la densidad optica
(OD) leida a 405 nm entre 15 a 45 minutos de terminada
la reaccion.

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas de las madres estudiadas

La edad promedio del total de madres fue de 33 + 1
anos (19 a 49 anos). El seguimiento promedio fue de 8,3
afos (rango: 1 a 11 ahos). La raza predominante fue la
caucasica (77,8%) (Tabla 1).

Reumatologia 2006; 22(2):61-66

Diagndsticos al ingreso

Al momento del ingreso al RRNL 28 de las 99 madres
estudiadas eran asintomaticas (28,3%), 21 con algunos
sintomas de LES, pero no cumplian con los criterios diag-
nodsticos de la ACR para LES y no tenian sintomas SICCA
(21,2%), 18 con dos o menos sintomas de SS (18,2%), 14
cumplian los Criterios Europeos para el diagndstico de
SS'6 (14,1%), 10 cumplian con los criterios diagnosticos
de la ACR para LES" (10,1%) y 8 con LES y SS secun-
dario (8,1%) (Tabla 2).

Progresion de la enfermedad

De las 28 madres asintomaticas, 12 evolucionaron
(42,9%) con sintomas sugerentes de enfermedad autoin-
mune después de un seguimiento promedio de 7,3 afios
(1 a 10,8 afnos), 1 desarrolld fotosensibilidad (pauci-
LES), 3 madres algin sintoma SICCA (1 xerostomia
y 2 xeroftalmia), 4 SS (probable o definitivo), 3 LES
(una paciente debutd con fotosensibilidad, artritis, sero-
sitis, leucopenia y trombocitopenia; otra con rash malar,
fotosensibilidad y serositis a los tres ahos de seguimiento,
y la tercera, con nefritis lipica después de cinco afos
desde el ingreso al Registro). Esta Gltima paciente tenfa
anticuerpos anti-dsDNA negativo al momento del parto.
Las 21 madres con pauci-LES fueron seguidas por un
periodo promedio de 5,5 anos; 33,3% (n = 7) evoluciond
con sintomas adicionales; 3 madres que en un comienzo
presentaban artritis frecuente, posteriormente tuvieron
sintomas de compromiso de la glandula lacrimal; en una
se demostrd con test de Schirmer; 4 (19%) desarrollaron
LES (1 con DPGN nueve anos después del primer segui-
miento). Desafortunadamente no se determind el titulo de
anticuerpo anti-dsDNA al momento de ingresar al Regis-
tro. Las pacientes con SS al momento del parto (n = 14)
fueron seguidas por 7,2 anos, periodo durante el cual 4
(28,6%) manifestaron sintomas de LES. Una madre debutd
con LES severo, con compromiso renal y embolia pulmo-
nar a los 10 afos de seguimiento; ella es uno de los pocos
casos del Registro en el que todos los hijos se han visto
afectados por LN, dos con BCC y uno con BCC y rash.

En resumen, de las 28 madres asintomaticas 42,9%
(n = 12) progres6 hacia alglin tipo de autoinmunidad
clinica después de 7,3 ahos, siendo mas frecuentes los
sintomas de compromiso glandular lacrimal y/o salival
que los sugerentes de LES (25 vs 17%). Esta distribucion
se vio también en el grupo de las 39 pauci sintomaéticas,
evolucionando con uno o mas sintomas de SS un 30,7% y
s6lo un 12,8% con sintomas de LES (Tabla 3).
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Por lo tanto, del total de 67 madres susceptibles de
desarrollar sintomas adicionales (ya sea por ser asintoma- TABLA 1.
ticas o pauci sintométicas al ingreso), un 43,3% desarrolld CARACTERISTICAS DE MADRES ESTUDIADAS
autoinmunidad sintomatica después de un seguimiento (N =99).

romedi 3 anos. La evolucion mas comun fue hacia .
gSO (2654?‘%()1)6 él’espuzz de Enoslel;uoimienioccc)iel; 4u:fflosC y Edad promed1(~) (afios) 33 1 anos
; K > e . R Rango edad (ahos) 19 - 49
solo un 14,9% evolucion6 hacia LES, y lo hizo mas tar- Raza (%)
diamente (8,7 afios desde el parto). Crncisiien 77.8 (77)
Negra 9,19
Perfil de anticuerpos anti-Ro y anti-La y su utilidad ﬁ?;auca ;1 ©)
. ;. pana 1 (7)
diagnostica Diagnostico LN (%)*

Ochenta de los sueros maternos fueron testeados para Rash 29,7 (30)
anti-Ro y/o anti-La en el NYU Hospital for Joint Diseases. BCC 60,4 (61)
Un 100% fue positivo para anti-Ro y un 56,3% para anti- RashyBCC )
La. Al realizar el test de ELISA 98,8% reaccionaron con COmIpOiiED Wt iey o)
52kD SSA/Roy 68,8% con 60 kD SSA/Ro. Los titulos de U] s Nl e T H e (e (Ol ga s,
anticuerpos anti-Ro y anti-La no tuvieron correlacioén con * Hubo més de un hijo afectado por madre estudiada.
el diagnostico al inicio, con la evolucidon hacia enferme-

dad autoinmune, o con el tipo de LN.

TABLA 2.
CLASIFICACION DE LAS MADRES SEGUN EL DIAGNOSTICO, AL INGRESO Y AL MOMENTO DEL
ULTIMO SEGUIMIENTO (n = 99).
Diagnostico Diagnostico Seguimiento
al ingreso n (%) al altimo seguimiento n promedio (anos)
Asintomatica 28 (28,3) Grupo I: Asintomatica 16 43
(Grupo I) Grupo II: Pauci-LES 1 10,2
Grupo III: Pauci-SS 3 24
Grupo IV: SS 4 7.9
Grupo V: LES 3 8,1
Grupo VI: LES/SS 1 10,3
Pauci-LES 21 (21,2) Grupo II: Pauci-LES 14 4.8
(Grupo II) Grupo III: Pauci-SS 2 34
Grupo IV: SS 1 6,5
Grupo V: LES 4 7,1
Grupo VI: LES/SS 0 N/A
Pauci-SS 18 (18,2) Grupo III: Pauci-SS 8 34
(Grupo III) Grupo IV: SS 9 6,9
Grupo V: LES 0 N/A
Grupo VI: LES/SS 1 7,5
SS 14 (14,1) Grupo IV: SS 10 6,2
(Grupo IV) Grupo V: LES 0 N/A
Grupo VI: LES/SS 4 7,2
LES 10 (10,1) Grupo V: LES 8 5,8
(Grupo V) Grupo VI: LES/SS 2 9,3
LES/SS 8 (8,1) Grupo VI: LES/SS 8 5,6
(Grupo VI)
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TABLA 3.
PROGRESION DIAGNOSTICA DE MADRES (n = 67).
Diagnostico Sintomas Seguimiento
al ingreso n (%) sugerentes n (%) promedio (ahos)
Asintomaética 28 (41,8) SS 7 (25) 5,2
LES 5(17,9) 9,6
Pauci- 39 (58,2) SS 12 (30,8) 5,6
sintomaticas LES 5(12,8) 7,3
Total 67 (100) SS 19 (28.,4) 5.4
LES 10 (14,9) 8,7

DISCUSION

Es interesante que la mayoria de las madres estudia-
das desarrolle compromiso tipo Sjogren, y lo hagan en
un menor tiempo que las que finalmente seran LES (5,4
vs 8,7 anos). Es importante destacar que todas aquellas
madres asintométicas que no desarrollaron ningtn tipo de
sintomatologfa (n = 16) fueron seguidas por un periodo
mas corto que las que si lo hicieron (4,3 vs 7,1 afos). Esto
también es valido para aquellas pauci sintométicas que no
alcanzaron a desarrollar la enfermedad en su totalidad (4,8
las pauci-LES y 3,4 las pauci-SS). Con un seguimiento
mas prolongado (7,8 afios) se evidencid la evolucion en
mas de un tercio de las madres asintomaticas (42,9%).

El desarrollo de las enfermedades autoinmunes esta
determinado por mdltiples factores. La sola presencia de
autoanticuerpos no determina evoluciéon hacia autoin-
munidad en poblacidn asintomatica o pauci sintomatica.
Esta claro que existe algln factor gatillante que da inicio
a la generacion de autoanticuerpos, y mas adelante éste
(u otro) facilitara la continuidad hacia la generacion de
nuevos autoanticuerpos y/o sintomas.* La teoria de que
todo comenzaria con la exposicion hacia el extracelular
de antigenos Ro y/o La, los cuales iniciarian una cadena
de eventos y liberacion de citoquinas, no explica por qué
muchos pacientes lipicos no expresan anticuerpos contra
estas ribonucleoproteinas, sino otra gama de autoanticuer-
pos. Recientes publicaciones sugieren que el Interferon
alfa jugarfa un rol crucial en la etiopatogenia de enferme-
dades autoinmunes como SS y LES. Lo que estimularia
a las PDC para generar IFN alfa serfan los IC formados
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por 4cidos nucleicos y proteinas, provenientes de células
en apoptosis. Por esto, en conjunto con el Departamento
de Reumatologfa del Hospital for Special Surgery, se esta
evaluando la presencia de IFN alfa en el plasma de las
madres del RRNL. Se determinara su rol como biomar-
cador de progresion de enfermedad, y/o gravedad de la
misma.
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