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Introduccion

1. Sindrome de Sjogren

Historia y clasificacion

La primera descripcién del Sindrome de Sjégren (SS) se atribuye a
Johann Mikulicz el cual en 1888 describié el caso de un varén de 42 anos
con tumefaccion bilateral de parétidas y glandulas lacrimales asociado con la
presencia en cortes histolégicos de infiltrados de células pequenas. Aunque
posteriormente hubieron otras citas, no fue hasta 1933 que un oftalmélogo
danés, Henrik Sjogren, describié con detalle las caracteristicas clinicas e
histolégicas de 19 mujeres, 13 probablemente con artritis reumatoide, con

sequedad bucal y ocular.

El primer intento de clasificacion se produjo en 19567 se definié SS
como la presencia de al menos dos de las siguientes caracteristicas:
queratoconjuntivitis sicca, xerostomia y enfermedad del tejido conectivo. La
distincion entre SS primario y secundario® no se produjo hasta 1978,
refiriéndose el término de secundario a aquellos casos que ocurrian
concomitantemente a la presencia de una enfermedad sistémica, mientras
que se reservaba primario cuando se excluia la presencia de ésta. La
enfermedad sistémica mas frecuentemente asociada al SS es la artritis
reumatoide, ya que aproximadamente el 15% de los pacientes con artritis
reumatoide desarrollan queratoconjuntivitis seca. Una relacion similar pero

estadisticamente inferior puede verse en el lupus eritematoso sistémico,
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Introduccion

enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerodermia, cirrosis biliar primaria

y dermatomiositis.

No obstante, a pesar de los intentos a tal efecto, en la actualidad no
existe una definicion concreta de SS, recurriéndose en los estudios de
investigacién a términos que combinen sintomas subjetivos, pruebas
objetivas de funcion glandular, histologia de glandula salivar y evidencia de
produccién de anticuerpos. Han existido, por tanto, varios sistemas de
clasificacion con diferentes criterios diagnésticos elaborados, la mayoria de

ellos, en la década de los 80.

Tabla 1. Criterios Europeos para el diagnostico del Sindrome de
Sjogren

Se requieren 4 de 6 de los siguientes. Criterios de exclusién: linfomas, SIDA y enfermedad
injerto contra huésped

Sintomas oculares (1 si mas de una respuesta es positiva):
- ¢Tiene Ud. desde hace mas de 3 meses sequedad de ojos de forma diaria?
- ¢ Tiene Ud. de forma recurrente sensacién de arenilla en los ojos?
- ¢Usa Ud. lagrimas artificiales mas de 3 veces al dia?

Sintomas orales (1 si mas de una respuesta es positiva):
- ¢Hatenido sensacion de boca seca durante mas de 3 meses?
- ¢Hatenido de forma recurrente y persistente sensacion de tumefaccion parotidea?
- ;Bebe Ud. de forma frecuente liquidos para digerir de forma mas facil la comida?

Signos oculares:
- Test de Schimmer <5 mm/5 min.
- Rosa de Bengala >4 en van Bijsterveld Score

Hallazgos histopatolédgicos:
- En biopsia de glandulas salivares menores > 1 foco, > 50 mononucleares en 4 mm?
de tejido

Glandulas salivares patologicas:
- Gammagrafia
- Sialografia parotidea
- Flujo salivar estimado < 1,5 ml/15 min.

Autoanticuerpos:
- Autoanticuerpos Ro/SSA o La/SSB
- Anticuerpos antinucleares
- Factor reumatoide
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Introduccion

En 1993 se crearon los Criterios Diagnésticos Europeos del Sindrome de
Sjogren* que se hallan en vigor y se sefialan en la tabla 1. En dichos criterios
diagnésticos se incluyen diversos factores clinicos y biolégicos que se
resumen a continuacién. En lo referente a la sequedad ocular tenemos: el
Test de Schimmer referente a la medicién de la secrecidn lacrimal colocando
un pequeno papel estéril a tal efecto, considerando como patolégico la
humidificacién inferior a 5 mm en 5 minutos; la determinacién del dafno
epitelial conjuntival y corneal por medio de la aplicacién de Rosa de Bengala;
la medicién de la rotura de la pelicula lacrimal y la medicién de la
osmolaridad de la secrecion lacrimal como medida de la evaporacion de la
superficie ocular. En lo que se refiere a la secrecion salivar se utiliza el test
de Saxon que consiste en la introduccion de una esponja en la boca del
paciente, se mastica esta durante 5 minutos y posteriormente se pesa, con
lo cual se obtiene de forma aproximada la cantidad de saliva que el paciente
ha producido. Otros criterios diagnosticos incluyen la gammagrafia de
glandulas salivares®, sialografia®, ecografia’ de glandulas salivares e incluso

la resonancia magnética®.

Pero sin duda, la obtencién de tejido glandular mediante biopsia es la
clave diagnéstica en la mayoria de los casos, aceptandose hoy en dia como
el método diagndstico mas especifico para confirmar el diagnéstico®. Se
considera positiva cuando se obtiene la presencia de mas de un foco de

tejido linfoide de 50 o mas linfocitos por 4 mm? °. Por medio de técnicas de
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Introduccion

inmunohistoquimica se sabe que dichos linfocitos son T CD4" y que con
otras técnicas de inmunohistoquimica cuantitativa de medicion del fenotipo
linfocitario la especificidad diagnoéstica puede incrementarse de forma

importante'.

Prevalencia

No se conoce exactamente la prevalencia del SS en la poblacion
general, sin embargo, se pueden hacer varias aseveraciones. Los sintomas
sicca son muy frecuentes durante la vejez, lo cual se debe en parte a atrofia
tisular relacionada con la edad pero también a otras causas tales como
farmacos o neoplasias. Por ejemplo, se estima que aproximadamente el
35% de los ancianos refieren sequedad ocular o bucal, pero de ellos solo el
10% presenta de forma objetiva disminucién de la secrecion glandular ocular
o salivar'®, cumpliendo solo del 0.04 al 2.7% criterios diagnosticos de SS'*™.
Se desconoce si estos sintomas sicca en la vejez son un estadio dentro del
espectro clinico del SS o si representan hallazgos independientes. Por otro
lado, diferentes estudios usando los criterios europeos estiman una

prevalencia en torno al 3.3% de la poblacién general™.

En lo que se refiere a la distribucién geografica de la enfermedad,
parece que esta es universal, sin diferencias étnicas, presentando los

enfermos, independientemente de su ubicacion, las mismas caracteristicas
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Introduccion

clinicas e incluso los mismos autoanticuerpos dirigidos contra los mismos

epitopos independientemente de que tengan un diferente HLA clase Il.

Patogénesis

Es mucho lo que sugiere un origen autoinmune del SS, ya que, al
igual que otras enfermedades autoinmunes existen caracteristicas tales
como predominio en el sexo femenino, relacion con determinados HLA,
asociacién familiar, produccion de autoanticuerpos y manifestaciones

clinicas similares a otras enfermedades como artritis, Raynaud, serositis,...

El principal hallazgo histopatolégico en el SS es un infiltrado
linfocitario que generalmente es comun a todos los 6rganos afectados'. Los
cumulos linfocitarios consisten en agregados locales de linfocitos,
generalmente superiores a 50, que empiezan en los conductos y se
extienden por todo el l6bulo. Aunque algunos lobulos se destruyen
completamente, la arquitectura global de la glandula suele conservarse con
otros lébulos completamente normales. A estos hallazgos suele asociarse
hiperplasia del epitelio ductal que junto con el infiltrado linfocitario provoca el
aumento de tamano de la glandula. No obstante, generalmente suele haber
una discordancia entre los hallazgos anatomopatolégicos y la secrecion
glandular, es decir, parece que el descenso en la produccion salivar o

lacrimal es mayor al que cabria esperar en relacion al dafo histoldgico. Esto
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hacer pensar que deben de haber otros mecanismos por medio de los

cuales disminuye dicha secrecion independientemente del dano tisular.

Mediante estudios de inmunohistologia se sabe que el 75% de los
linfocitos que forman el foco inflamatorio son de la clase T CD4'" y expresan
niveles altos de moléculas coestimuladoras de HLA-DR y B7, sobre todo en
areas de intensos infiltrados inflamatorios. Este hallazgo se podria interpretar
como si hubiera una presentacién de antigenos desconocidos a este nivel
mediante moléculas HLA de clase Il. El 10% restante de células en los
cumulos linfocitarios son células B, estando las células natural Kkiller

ausentes.

Numerosos factores parecen intervenir en la patogénesis del SS,

estos son:

a) Factores genéticos. Existen claros casos de cumulos familiares de
la enfermedad, e incluso se sabe que en parientes de primer grado son mas
frecuentes otras enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, en una serie se
describié un 4,4% de incidencia de la enfermedad en familiares de primer
grado™ e incluso parece que los familiares también tenian tendencia a
presentar autoanticuerpos de forma mas frecuente. Parece que el mejor
marcador genético de la enfermedad reside en el complejo mayor de
histocompatibilidad, asi por ejemplo, en caucasianos el SS primario esta

asociado al HLA-DR3%, concretamente en el haplotipo HLA-DR3, B8, DQ2 y
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Introduccion

C4A, hallandose este haplotipo en el 50% de los casos. También se han
descrito asociaciones con determinados polimorfismos del promotor de la IL-

10°,

b) Infeccion virica. El papel de la infeccién virica en la patogénesis del
SS viene dado por varias observaciones: algunos virus como el virus de
Epstein Barr infectan frecuentemente las glandulas salivares y quizas tengan
la propiedad de permanecer latentes de forma crénica con reagudizaciones
ciclicas, ademas, el VEB tiene la capacidad de inducir una respuesta inmune
mediada por células T; el antigeno La se conoce que esta implicado en el
procesamiento del RNA viral y; al menos, tres virus tales como el HTLV-1,
VIH y virus de la hepatitis C se asocian a manifestaciones clinicas similares

al SS.

- Virus de Epstein-Barr. Inicialmente se puso atencion en el virus de

E-B, citomegalovirus y en el virus herpes 6%, pero los estudios realizados
para determinar alguna implicacion etiolégica son de dificil interpretacion
dada la elevada frecuencia de seroconversion en poblacion sana, de tal
forma que algunos estudios han hallado relacién con la enfermedad®#,
mientras que otros no la han demostrado®®*. De forma similar, se puede
detectar material genético del virus de Epstein-Barr en tejido salivar de
enfermos con SS pero estos hallazgos también se han demostrado en

poblacion sana. Por tanto, dado que ha sido dificil determinar una relacion
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causal entre estos virus y la enfermedad, se ha prestado atencién a otros
aspectos tales como la deteccién de genomas viricos no habituales o a la
posibilidad de respuestas inmunes atipicas del huésped ante la infeccién
virica. Por ejemplo, un estudio ha demostrado la presencia de ADN virico de
VEB que contenia delecciones inusuales en comparacién al ADN virico
normal®, por lo cual es posible que el VEB detectado en enfermos con SS
sea diferente estructural y antigénicamente al de los controles o que algunos
sujetos tengan alguna incapacidad mediada por moléculas HLA para
eliminar el VEB y que por tanto esto predisponga a infecciones persistentes

por dicho virus?®.

- Retrovirus. Los retrovirus son capaces de alterar el sistema inmune
mediante la infeccion de células encargadas de la inmunidad, posiblemente
llevando a la supresion, destruccion o estimulacién de células T, aumento de
produccién de autoanticuerpos y al desarrollo de enfermedades malignas
tales como linfomas. Al menos se conocen dos retrovirus, VIH y HTLV-1,
capaces de causar sindromes  Sjogren-like®®*. Dos  grupos,
independientemente el uno del otro, han confirmado la presencia de genoma
de HTLV-1 en tejido de glandula salivar de pacientes con SS***'| con la
caracteristica de que estos pacientes con infeccion por HTLV-1 no
presentaban anticuerpos contra dicho virus, en contra de lo que se creia
inicialmente. Otro hallazgo crucial es la demostracién que ratones

transgénicos infectados con HTLV-1 (con presencia del gen tax) desarrollan
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Introduccion

espontaneamente sialoadenitis caracterizadas por proliferacion de células
epiteliales ductales e infiltrados linfociticos en las glandulas salivares
mayores y menores. Un subgrupo de pacientes con infeccién VIH se ha visto
que desarrollan una entidad conocida como linfocitosis infiltrativa difusa,
cuadro practicamente indistinguible de la xerostomia, queratoconjuntivitis
seca e inflamacién parotidea bilateral que presentan los enfermos con SS.
Este cuadro difiere del SS en que el infiltrado anatomopatoldgico que
presentan es predominantemente linfocitos T CD8+, no suele acompanarse
de presencia de autoanticuerpos, suele afectar mas a varones y se relaciona

con diferentes HLA (DR5 y DR6)*.

- Virus de la hepatitis C. Al virus de la hepatitis C se le esta

reconociendo cada vez mas un papel como causa de sindrome Sjogren-
like*. Es frecuente en enfermos con infeccién por VHC la presencia de una
sialoadenitis leve e incluso pueden detectarse infilirados linfociticos
inflamatorios en dichas glandulas®, pudiendo encontrarse hallazgos de
crioglobulinemia tipo Il y positividad para factor reumatoide. Por tanto, mas
que un factor etiolégico del SS, la infeccién por VHC debe considerarse
como parte del diagnostico diferencial del mismo, especialmente en

enfermos con ausencia de anticuerpos anti-Ro y anti-La.

En resumen, ningln virus esta claramente implicado en la

patogénesis del SS. Diferentes virus pueden detectarse pero no suelen estar
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presentes a titulos altos en los tejidos implicados aunque es posible que
pequenos niveles de los mismos sean suficientes para producir alguna

alteracion en la tolerancia de autoantigenos.

c) Citoquinas. Las citoquinas son polipéptidos mediadores de la
inflamacion producidos por linfocitos T, macréfagos y otras células inmunes.
Las células epiteliales salivares son capaces de producir gran variedad de
ellas incluyendo IL-2, IL-6, IL-10, TNF-q, interferén yy TGF B1%. El interferén
vy parece jugar un papel importante lo cual viene dado por diferentes
hallazgos tales como que en técnicas de inmunohistoquimica se ha
demostrado la presencia de dicho IFN y que a su vez se sabe que dicha
expresion guarda relacion con el HLA-DR*. Del mismo modo, se ha visto
que en cultivos de glandulas salivares tratados con IFN y aumenta la
expresion citoplasmatica del autoanticuerpo La, y que, del mismo modo, esta

expresion disminuye con la adicién de anticuerpos anti IFN 7.

d) Autoanticuerpos. Para el desarrollo de esta tesis doctoral es crucial
el estudio del papel etiopatogénico de los autoanticuerpos en la enfermedad
de Sjégren. EI SS se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos,
concretamente, antiRo/SSA y antiLa/SSB, pero también de otros anticuerpos
como anticuerpos anti receptor de la acetilcolina, anticuerpos anti glandula

salivar (hallados a bajo titulo y sugiriendo quizas un papel secundario como
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respuesta al tejido dafado primariamente) y anticuerpos antinucleares

detectados por inmunofluorescencia en células Hep-2.

Los anticuerpos anti-Ro se hallan presentes en el 70-90% de los
pacientes con SS y en el 35-50% de los enfermos con lupus eritematoso
sistémico®. Estos anticuerpos son predominantemente de la subclase IgG1
y reconocen al menos 2 proteinas relacionadas con el RNA: una de 52 KD
(475 aminoacidos) y otra de 60 KD (525 aminoacidos). Los anticuerpos anti-
52 KD se encuentran mas frecuentemente en el SS que en la AR o LES,
mientras que los anti-60 KD son mas prevalentes en el SS asociado con el
LES. Ambos antigenos se localizan predominantemente en el nicleo pero
también se pueden expresar en el citoplasma y en la superficie celular. Por
otro lado, los anticuerpos anti-Ro detectados en la cirrosis biliar primaria
suelen estar dirigidos contra un epitopo de la proteina de 52 KD diferente al

del SS primario.

Los anticuerpos anti-La se encuentran en el 50% de los pacientes
con SS, estos anticuerpos reconocen una proteina fosforilada de 47 KD
asociada a una RNA polimerasa. El gen que codifica dicha proteina tiene la
caracteristica de que tiene dos promotores que codifican dos mRNAs

diferentes, lo cual podria implicar ciertas connotaciones etioldgicas®.

Aunque no existe evidencia clara acerca de la capacidad patogénica

de estos anticuerpos, si parece que pudieran desempanar cierto papel a este
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Introduccion

nivel, asi por ejemplo, se ha demostrado que la expresion de los mismos es
mayor en presencia de luz ultravioleta, lo cual podria tener relevancia a la
hora de interpretar la fotosensibilidad en el LES. Pero la mayor evidencia del
papel patogénico de anti-Ro y anti-La viene dada por la capacidad de
producir bloqueo cardiaco en recién nacidos con lupus neonatal. Ambos
anticuerpos se hallan en el 80-90% de las madres de hijos con lupus
neonatal, y son abundantes en el tejido fetal cardiaco de nifios afectos por lo
que parece que lgG anti-Ro y anti-La pueden cruzar la placenta y producir

dicho bloqueo cardiaco®.

Dado que Ro y La también se han hallado presentes en otras
enfermedades del tejido conectivo como el LES, se han intentado identificar
autoanticuerpos especificos del SS. Una posibilidad serian los anticuerpos
contra alfa-fodrin®®, en un reciente estudio 41 de 43 enfermos con SS
primario fueron positivos, 5 de 8 enfermos con SS secundario y en ninguno

de 21 enfermos con LES, 14 con AR y 15 controles.

Por otro lado, también se han detectado anticuerpos anti receptor de
acetilcolina en enfermos con SS que quizds tengan algun papel en el
bloqueo de la transmision neuroglandular y por tanto en el complejo sicca®.
Parece que estos autoanticuerpos se hallan tanto en el SS primario como

secundario®.
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e) Mecanismos efectores. En el SS se han identificado dos vias por
las cuales tiene lugar la actividad citotdxica linfocitaria. La primera de ellas
es la via Fas-FasL. Fas (CD95, APO-1) es un miembro de la familia de los
receptores del factor de necrosis tumoral cuyo ligando FasL se cree
desempefia un papel en mantener la autotolerancia. La unién de Fas y FasL
es capaz de provocar tanto una senal de muerte apoptética como una senal
coestimuladora estando la expresion de FasL inducida por la interaccién de
moléculas MCH de clase Il y de antigenos con células Th1 o citotéxicas T
CD8+. Se ha demostrado la expresion de Fas en células ductales epiteliales
de pacientes con SS, sobre todo en éareas de importante actividad
inflamatoria***. Una segunda via de dicha citotoxicidad seria la secrecién de

granulos citoliticos que contengan perforin u otras citotoxinas®.

2. Autoinmunidad

El sistema inmune humano se ha desarrollado para defendernos
de infecciones de microorganismos potencialmente daninos. Esta respuesta
depende, fundamentalmente, del reconocimiento especifico de dichos
microorganismos por linfocitos B y T. Las células T se caracterizan por la
presencia en su superficie del receptor TCR (T cell receptor) y reconocen
antigenos presentados por moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) o por células presentadoras de antigenos. Las

células B, por el contrario, se caracterizan por la presencia en su superficie
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de inmunoglobulinas que actuan como BCR (B cell receptor). Los repertorios
BCR y TCR son extremadamente amplios y diversos (10%), de forma que
estos son capaces de responder o reconocer un numero ilimitado de
antigenos extranos. Sabemos que estos linfocitos no responden, en
circunstancias normales, ante antigenos de tejidos del propio organismo,
denominandose a esta ausencia de respuesta a antigenos propios
autotolerancia. A esta se le atribuye un papel crucial en el sistema inmune y
cuando falla, la reaccién autoinmune que se desarrolla podria ser la base de
determinadas enfermedades dentro de las cuales cabrian las enfermedades

reumaticas.

Estas enfermedades autoinmunes comprenden un grupo
heterogéneo de entidades en las que parece que el reconocimiento de
autoantigenos por linfocitos del propio individuo juega un papel crucial,
pudiendo incluso llevar a dafo tisular. Pero no todas las alteraciones
tisulares que se producen por mecanismos inmunes tienen que ser
autoinmunes en si. Asi por ejemplo, el dafo tisular que se producen en la
hepatitis B viene mediado por la respuesta inmune que se desarrolla frente a
dicho virus pero no por autoantigenos que existan en el higado. Por otro
lado, en la fiebre reumatica, inicialmente la respuesta inmune se produce
frente a un agente infeccioso pero la respuesta inmune posterior es

autoinmune por naturaleza.
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Asi pues, las enfermedades autoinmunes pueden dividirse en dos
amplias categorias: organoespecificas y sistémicas. Los mejores ejemplos
de enfermedades autoinmunes sistémicas son ciertas enfermedades
reumaticas tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide,
esclerosis sistémica, sindrome de Sjégren y polimiositis. Ejemplos de las

organoespecificas serian la tiroiditis, en la que el dafo de las células

tiroideas lleva a hipotiroidismo; diabetes tipo I, en la que se produce
destruccion de las células beta pancreaticas secretoras de insulina; o la
esclerosis multiple en la que la mielina del sistema inmune es destruida. Hay
una enfermedad autoinmune casi para cada érgano (tabla 2). A su vez, las
enfermedades autoinmunes pueden dividirse en funcion de que estén
mediadas por autoanticuerpos o por células T autoreactivas. Es decir, en la
miastenia gravis los anticuerpos contra el receptor colinérgico son los
responsables de la degradacién del mismo y de su disfuncion, lo cual lleva a
las manifestaciones clinicas de la enfermedad; en la enfermedad de Graves
los autoanticuerpos que se crean se unen al receptor de la hormona
estimulante del tiroides (TSH) y causan por tanto hipertiroidismo. En contra,
en la esclerosis multiple y en la diabetes mellitus tipo | se produce un dafo
en la mielina y en las células beta respectivamente, por medio de células T,

gue parecen ser responsables de dicho dafo de forma primaria*®.
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j Respuesta
Organo Enfermedad Autoantigeno patogénica
autoinmune
Suprarrenales Enfermedad de Addison  Citocromo P450 Autoanticuerpos
Cerebro Esclerosis multiple Proteina basica mielina Linfocitos T
Ojo Uveitis Antigenos uveales Linfocitos T
Gastrointestinal . "
Estémago Anemia perniciosa H*/ATPasa, Fl
Enfermedad celiaca . .
Int delgado Transglutaminasa Autoanticuerpos
Enfermedad de Crohn )
Int grueso o Desconocido
Colitis Ulcerosa
Corazén Fiebre reumética Miosina Autoanticuerpos
Sist. Hematoldgico
Plaquetas Purpuratrombocitopénica  Glicoproteinas llb-llla .
. . ; - Autoanticuerpos
Hematies Anemia hem autoinmune  Proteinas memb celular
Neutrdfilos Neutropenia autoinmune  Proteinas memb celular

Rifn6n, pulmén

Sindrome Goodpasture

Colageno IV cadena 3a

Autoanticuerpos

Higado

Cirrosis biliar primaria
Hepatitis autoinmune

Complejos mitocondriales
Citocromo P-4501ID6

Ambas

Musculo

Miastenia gravis

Receptor acetilcolina

Autoanticuerpos

Cels pancredticas

Diabetes tipo 1

Glutamico decarboxilasa

Linfocitos T

Piel

Pénfigo

Desmogleina

Autoanticuerpos

Testes, ovarios

Orquitis

Desconocido

Ambas

Tiroides

Hashimoto, Graves

Tiroglobulina, receptor TSH Ambas

Tabla 2. Ejemplos de enfermedades autoinmunes organoespecificas (modificado de
Kelley, 2001)

En los sistemas inmunes de mamiferos existen células
autoreactivas de estirpe B o T de forma fisioldgica, formando parte éstas de
la respuesta normal del sistema inmune. Algunas de ellas son
potencialmente patogénicas, por lo cual deben de ser eliminadas, mientras
que otras juegan un papel fisioldogico desconocido. De hecho, en
experimentos en modelos animales se ha visto que la ausencia de estas
células autoreactivas puede llevar en si mismo a una respuesta anémala, y

por tanto, patogénica, del sistema inmune. Es mas, se han constatado
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inmunoglobulinas en personas sanas que estan dirigidas contra antigenos
propios, a estas inmunoglobulinas se las ha llamado autoanticuerpos
naturales*. La mayoria de estos autoanticuerpos son de clase Ig M, se unen
a antigenos propios con baja afinidad y presentan reaccién cruzada con
multiples diferentes antigenos. Como ya hemos dicho antes, parece que
estos autoanticuerpos juegan un papel crucial en el sistema inmune normal y
las células B con estas autoespecificidades generalmente son seleccionadas
positivamente durante su desarrollo. Se propone que quizds estos
autoanticuerpos jueguen un papel en la eliminacion de células o
constituyentes celulares senescentes 0 que quizas contribuyan a la

supresion de complejos inmunes.

Bases genéticas

Existen considerables evidencias de que la mayoria de las
enfermedades autoinmunes tienen una fuerte predisposicion genética. Esta
evidencia viene dada por estudios epidemiol6gicos que sugieren esta
posibilidad asi como por estudios que comparan gemelos monocigéticos con
aquellos que no lo son y que han hallado unas mayores tasas de
concordancia en los primeros. No obstante, esta predisposicion genética no
viene dada por un simple mecanismo mendeliano sino que probablemente
multiples genes determinen parcialmente una determinada enfermedad, y

que ningun gen en particular sea ni necesario ni suficiente para ella. La
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mayoria de los estudios genéticos se han enfocado en la relacién de éstas
enfermedades con diferentes haplotipos del complejo mayor de
histocompatibilidad pero también se ha encontrado relaciéon con genes no
MCH. Por ejemplo, se ha relacionado el lupus eritematoso sistémico con
alelos determinados del sistema del complemento, del receptor Fc, de las

citoquinas IL-10 y TNF-a o con los del TCR.

Bases ambientales

Parece obvio que determinados aspectos ambientales pueden
interactuar e influir en sujetos predispuestos genéticamente a padecer
enfermedades autoinmunes (figura 2). Sin embargo, el papel de dichos
factores ambientales ha sido dificil de definir. Los agrupamientos geograficos
que no se explican por factores genéticos es probable que tengan su causa
en efectos ambientales. El hecho de que en algunos estudios la discordancia
entre gemelos monocigéticos ha sido del 75% se ha usado a favor de los

argumentos de una base ambiental.
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Predisposicion geneética
Genes CMH clase Il
Otros genes CMH
Genes independientes MCH

Factores

/ l \/imbientales

Células T CD8+ < Células T CD4+ <«— | Células B autoreactivas

autoreactivas

/

Célulasno T Autoanticuerpos IgG
Efectores celulares

1 l

Dano tisular mediado Dano tisular mediado
por células por autoanticuerpos

Figura 2. Etiopatogenia de la autoinmunidad

Los factores ambientales a los que se le ha atribuido un mayor
papel se refiere a los virus. La infeccidbn por determinados agentes en
diferentes tejidos puede llevar a que se expresen antigenos que de otro
modo estarian ocultos o determinadas citoquinas inflamatorias pueden
provocar que se presenten nuevas proteinas como neoautoantigenos que
tendrian reaccion cruzada con algun autoantigeno fisiolégico. Asi por
ejemplo, en lo que se refiere al lupus eritematoso sistémico y la artritis
reumatoide la etiologia virica ha sido propuesta de forma vigorosa. Un
agente que continla despertando interés, tal y como comentamos
anteriormente, es el virus de Epstein-Barr®, habiendo multiples estudios que

demuestran por ejemplo que en el lupus infantil hay mas prevalencia de
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infeccion con dicho virus que en controles® o que determinadas células T

CD8+ estan dirigidas contra proteinas del VEB en la artritis reumatoide®™.

Del mismo modo, factores como el sol se conoce que exacerban el lupus
eritematoso sistémico, también lo hacen las infecciones viricas o
bacterianas, determinados factores hormonales exdégenos o enddgenos y

tratamientos con determinados farmacos pueden producir cuadros lupus-like.

Bases celulares

Existe amplia evidencia de que se precisa de células T en la
patogenia de la mayoria de las enfermedades autoinmunes. Varios modelos
animales de LES u otras enfermedades han demostrado que si se bloquean
con anticuerpos monoclonales los linfocitos T, la enfermedad mejora o se
previene. De la misma forma, en humanos se puede argumentar esto mismo
en base a la presencia de infiltrados de linfocitos T en tejidos danados, en
base al patron de autoanticuerpos en aquellas enfermedades autoinmunes
que estan mediadas por los mismos, por el repertorio del receptor TCR que
posee expansiones oligoclonales en estas enfermedades, en base a que se
sabe que determinados alelos del gen que codifica el TCR predispone a
padecer determinadas enfermedades autoinmunes y por la mejoria de estas

enfermedades con terapias que bloquean los linfocitos T o sus productos®'.

Como sabemos, el repertorio TCR depende solamente del azar en

que se expresen los genes que codifican dicho receptor. Por este motivo, en
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el timo tienen lugar dos procesos que modifican en cierta manera este
repertorio. Uno de ellos selecciona positivamente aquellos linfocitos con TCR
que demuestren una relativa afinidad por antigenos propios permitiéndoles
crecer y llegar a ser células que reconoceran antigenos extranos. El otro
proceso consiste en la eliminacién mediante muerte celular programada de
aquellos linfocitos con TCR que muestren alta afinidad de
autoreconocimiento de antigenos propios. Posteriormente, estos timocitos
emigran a tejidos linfoides periféricos donde maduraran pero conservando
sus caracteristicas de superficie que adquirieron en el timo. Se ha propuesto
que en enfermedades como el lupus, existe algun defecto en esta
autotolerancia que tiene lugar en el timo. De hecho, se ha visto que modelos
animales que se someten a timectomia en estadios precoces de la vida

desarrollan enfermedades autoinmunes.

Como ya se ha comentado anteriormente, se sabe que en
individuos sanos existen linfocitos T capaces de reconocer antigenos propios
que por razones desconocidas no llegan a producir enfermedad ni
representan ningun tipo de alteracién significativa. Esto se cree que ocurre
por diferentes mecanismos pero el mas importante reside en el hecho de
que estos linfocitos autoreactivos se mantienen en un estado de ignorancia
inmunoldgica, lo que viene a representar que de alguna forma se evita que
se activen o que nunca lleguen a tomar contacto con el antigeno contra el

que estan disefados. Cuando esto no ocurre, ya sea porque se liberan
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antigenos de forma inapropiada que antes no lo estaban, porque se
producen antigenos aberrantes de alguna forma o porque estas células se
activan por alguna infeccién, tendria lugar, segun esta hipétesis, la

enfermedad autoinmune.

Otro mecanismo a tener en cuenta seria el papel que desempena
el CMH en las enfermedades autoinmunes. Como sabemos, las células T
CD4+ reconocen péptidos unidos a moléculas clase Il del CMH que se
hayan en células presentadoras de antigenos, por tanto, quizas alteraciones
en estas proteinas del CMH podrian llevar a desregulaciones de la respuesta
inmune, haciendo que esta sea anémala. Acaso las moléculas CMH que se
relacionan con enfermedades sean capaces de presentar autoantigenos
mientras que las que no se asocian a las mismas no sean capaces de
hacerlo. Por ejemplo, en estudios de la asociacion del DRB1 en la artritis
reumatoide se ha confirmado que la estructura de este epitopo permite la
presentacion de determinados péptidos artritogénicos®. También se ha
propuesto que las moléculas CMH de clase Il que se encuentran en el timo
pudieran jugar algun papel en la medida en que alterasen o modificaran de

algun modo el repertorio inmunolégico del TCR.

Ya clasica es la hipotesis de que determinadas infecciones
pueden provocar respuestas autoinmunes porque el agente infeccioso

comparte con el huésped determinados epitopos (mimetismo molecular®),
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de tal forma que, tras la infeccién, se produce una respuesta inmune de
células T contra tejidos del huésped. En estudios animales se pueden usar
ciertos péptidos viricos para causar enfermedades en ratones o incluso,
ratones modificados genéticamente para expresar una proteina virica
pueden desarrollar enfermedad tras la infeccibn provocada por dicho
agente®. Existe amplia evidencia del papel del mimetismo molecular como
puede ser en queratitis por el virus herpes tipo 1 en las que se ha visto que
una de sus proteinas de la capside puede provocar el mismo cuadro sin
requerir la infeccion del virus per se; en la enfermedad cardiaca por
Chlamydia en base a mimetismo de ésta con la a-miosina; en la artritis

cronica de la enfermedad de Lyme, etc.

No obstante, la hipo6tesis del mimetismo molecular se sustenta en
otro hecho de extrema relevancia, que se conoce como epitope spreading.
Esto se refiere a que aunque la respuesta inmune comienza en base al
reconocimiento de un péptido comun al agente infeccioso y al huésped, la
reaccion inmunitaria posterior es capaz de implicar a otros determinantes

antigénicos presentes en la proteina inicial.

En cuanto a las células B, éstas, al contrario que las T, pueden
modificar sus BCRs en los tejidos linfoides periféricos, esto permite que la

respuesta inmunitaria secundaria tenga mayor especificidad pero por el
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contrario, tiene el inconveniente de que podria permitir que se desarrollaran

células B autoreactivas.

Como conclusion podriamos decir que el desarrollo de una
enfermedad autoinmune es un proceso complejo. Aunque nuestros
conocimientos referentes a la inmunopatogénesis de estas enfermedades,
relacionados sobre todo con modelos animales, son mucho mayores
actualmente, todavia carecemos de informacion clave al respecto. Las
alteraciones celulares inmunoldgicas que estan implicadas en el inicio y
perpetuacion de estas enfermedades precisan de una mayor definicion ya
que el conocimiento de estos procesos llevara a nuevas perspectivas en lo

que a profilaxis y tratamiento se refiere. Este es el propdsito de esta tesis.

3. Proteina Tau

En nuestro laboratorio se ha encontrado, en una tesis doctoral
realizada previamente por la Dra. Irene Cézar Castellano, expresion de
anticuerpos anti-tau en un enfermo con sindrome de Sjégren. Dado que para
la comprension de este trabajo es necesario entender las diferentes

caracteristicas de esta proteina, pasamos a comentarlas.

El citoesqueleto es la estructura celular responsable de la
morfologia neuronal. Los microtubulos son componentes esenciales del
citoesqueleto y tienen una gran importancia en la formacion de axones y

dendritas y de sus contactos especificos. Entre otros factores, la estabilidad
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y el dinamismo del ensamblaje de los microtubulos lo facilitan las proteinas
asociadas a microtubulos (MAP). La proteina tau es una de estas MAP y
participa en el ciclo de asociacién-disociacion de los microtubulos ayudando
a conferir dinamismo a los mismos. De hecho, la proteina tau se purifica de
ciclos de polimerizaciéon-despolimerizacion de los microtibulos in vitro®. En
geles de electroforesis la proteina tau aparece como una serie de diferentes
polipéptidos. Estas diferentes isoformas se generan por procesamiento
alternativo de un solo ARN o por diferentes niveles de fosforilacion®. EI ARN
de tau se traduce desde el gen de tau localizado en el cromosoma 17, un
gen que al menos contiene 16 exones. El gen contiene una regién 5’, que no
se traduce y que se ha descrito como una regién de union para diferentes
factores de transcripcion®. Recientemente, se ha descrito proximo a esta

regién un promotor que confiere especificidad neuronal al gen de tau.

La expresion de las diferentes isoformas de tau por
procesamiento alternativo varia en los diversos organismos, depende del
estado de desarrollo de los mismos y, ademas, es diferente segun la
localizacion en el sistema nervioso. De esta manera, las isoformas de tau
que se encuentran en el sistema nervioso periférico no se expresan en el

sistema nervioso central.
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La molécula de tau

En la molécula de tau que se encuentra en el sistema nervioso
central se han identificado cuatro regiones diferentes: region aminoterminal,

regidn rica en prolina, regién de unién a tubulina y region carboxiterminal.

La regién aminoterminal contiene secuencias acidas y su tamario
es variable, ya que contiene exones adicionales: los exones 2 y 3, y el exon
4, que sOlo esta presente en la molécula de tau del sistema nervioso
periférico. La regién acida de la molécula de tau podria implicarse en la
union de cationes, para lo cual se ha propuesto un posible motivo como sitio
de unién a metales. Esta regibn aminoterminal también contiene un motivo
con la secuencia KKXK, que se ha propuesto como un posible sitio de union
a heparina. Como se ha indicado previamente, los exones 2 y 3 no estan
presentes en todas las isoformas de tau. De hecho, estos exones sélo se
transcriben en las isoformas alternativas de tau en tejido nervioso de adulto.
El exén 4, que esta en tau del sistema nervioso periférico, parece evitar la

autoagregacion de tau.

La regidn rica en prolinas contiene una gran cantidad de residuos
que son potencialmente capaces de fosforilarse, algunos de ellos seguidos
de un residuo de prolina y otros dentro de los motivos PPXXP o PXXP,

secuencias relacionadas con las interacciones de tau y proteinas de dominio
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SH;. Esta regién rica en prolinas parece que desempena un papel

importante en la actividad de tau para unir microttbulos®® (Fig. 3).

La regidn de unién a microtubulos contiene tres o cuatro copias de
una repeticion de 31-32 residuos similares, pero no idénticos. Estas
repeticiones se componen de una secuencia altamente conservada de 18
residuos aminoacidicos y de una secuencia menos conservada de 13-14
residuos, conocida como la regién interrepeticiones. Una de estas
repeticiones de unién a tubulina, la segunda, s6lo se expresa en el cerebro
adulto. En esta regiéon de unién a microtubulos se ha sugerido la presencia
de un sitio adicional de unién a heparina® y se ha identificado un motivo
presente en la proteina: serpina. Se ha sugerido que la proteina tau presenta
una estructura plegada al azar, con una forma terciaria no globular. Sin
embargo, también se ha propuesto la existencia de una regién con posible

estructura en B lamina en la regién de unién a microtibulos®.

Finalmente, la regién carboxiterminal de la proteina tau también
presenta una region rica en prolinas con residuos que pueden fosforilarse y
una region 4cida hacia la zona carboxiterminal. Ademas, la region C-terminal
contiene un motivo similar al que aparece en la subunidad B de la piruvato

deshidrogenasa.
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Modificaciones de la proteina tau

Algunas cinasas y fosfatasas modulan el grado y patrén de
fosforilacién de la molécula tau. Se ha aceptado ampliamente que tau es una
fosfoproteina que puede modificarse por muchas proteinas cinasas como las
proteinas cinasas dirigidas a prolinas (PDPK) y las no dirigidas a prolinas
(PKA, MARK cinasa o PKC). Esta fosforilacion tiene lugar principalmente en

la region rica en prolinas y en la regién C-terminal.

Modificaciones de tau por algunas de estas proteinas cinasas
disminuyen la afinidad de tau por los microtibulos. Ademas, la fosforilacion

por PDPK puede favorecer la dimerizacién de tau.

En resumen, la fosforilacion de tau en diferentes regiones puede
afectar no so6lo su interaccion con los microtubulos, sino también su

capacidad para agregarse o interaccionar con otras proteinas.

Proteinas que interaccionan con tau

Ademas de la tubulina, existen otras proteinas a las que puede
unirse tau, como la espectrina®' y la proteinfosfatasa 1 (PPI)%®. Existen, no
obstante, otras mdltiples proteinas que también se unen a tau, entre las que
es encuentran algunas proteinas asociadas a membranas con lo cual es
probable que éstas faciliten la unién de tau a la membrana celular.

Recientemente se ha visto que la chaperona prolil isomerasa-1 que se une a
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fosfoproteinas que contienen fosfoserina o treonina seguidas de prolina, se
une a tau fosforilado a través de su region rica en prolinas, aumentando su

afinidad para unirse a microttibulos®.

Localizacién subcelular de la proteina tau

Como cabria esperar, ya que tau es una proteina asociada a
microtUbulos, su localizacidon subcelular es citoplasmatica. Sin embargo,
también se ha observado que la proteina tau podria unirse a la membrana
citoplasmatica a través de la mitad N-terminal de la molécula y que la
fosforilacion de tau en la regidén rica en prolinas lograria prevenir dicha
asociaciéon. Esta asociacién podria tener lugar a lo largo de la membrana

plasmatica axonal y, particularmente, en los conos de crecimiento.

Ademas, se ha observado una reaccién del anticuerpo tau-1 con
un antigeno nuclear, aunque la posibilidad de que tau tenga alguna funcion

en el nucleo requiere mas estudios.

En neuronas maduras tau esta principalmente presente en el
axon, aunque también se encuentra una pequefa cantidad de tau en
compartimentos somatodendriticos. Como se indicd anteriormente, parte de
la proteina tau podria unirse a microtlbulos y otra parte podria estar

asociada a la membrana celular.
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Funcién de tau

La busqueda de diferentes factores que afectan el ensamblaje de
los microtubulos ha llevado al descubrimiento de que tau es una importante
proteina asociada a microtubulos. De hecho, se ha visto que tau promueve
la polimerizacidén de los microtubulos in vitro y puede suprimir la dinamica de
los microtubulos estabilizando el ensamblaje de los mismos. Utilizando
técnicas de cultivos celulares se ha visto que tau estd implicada en la
estabilizacién de los microtubulos en la neuritogénesis, observaciones que
se han demostrado con experimentos de oligos ‘antisentido’, que inhibieron
la polarizacidon neuritica en cultivos primarios celulares®. Sin embargo, en
contraposiciéon con los resultados citados anteriormente, el raton deficiente
para la expresidén de tau generado por gene targeting es viable y no muestra
un fenotipo muy diferente del ratén salvaje que expresa tau®. Para explicar
esta aparente paradoja se ha propuesto que otras proteinas asociadas a
microtubulos, como MPA1A, estarian sobreexpresadas en el raton deficiente

para tau, como un fendmeno compensatorio en el desarrollo.

Tau en procesos patolégicos

La proteina tau forma agregados aberrantes en algunas
enfermedades neurodegenerativas, como en la enfermedad de Alzheimer y
en un grupo recientemente descrito de enfermedades conocido como

taupatias. En la enfermedad de Alzheimer hay dos estructuras patolégicas
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importantes, las placas seniles y los ovillos neurofibrilares. La proteina
responsable de la formacion de las placas seniles es la proteina precursora
del amiloide (APP), por otro lado, los ovillos neurofibrilares se componen de
filamentos helicoidales apareados, siendo éstos polimeros de tau en una
forma modificada. La presencia de ovillos neurofibrilares se ha
correlacionado con el grado de demencia. La patologia de tau se ha
correlacionado con la fosforilacién de la proteina, la pérdida de capacidad de

union a microtubulos y la formacién de ovillos neurofibrilares.

En cerebros post mosterm con enfermedad de Alzheimer se ha
visto que la fosforilacion de tau se incrementa principalmente, aunque no
exclusivamente, por algunas proteinas cinasas dirigidas por prolinas. Un
resultado de esta hiperfosforilacion de tau en diferentes residuos es el
cambio conformacional que ocurre en la molécula lo cual puede llevar a que
tau se ensamble con la tubulina, también puede provocar una resistencia a
su protedlisis 0 quizds impligue un descenso en la unidon de tau a
microtUbulos lo cual llevaria a una desestabilizacion del citoesqueleto
microtubular®®. Esto a su vez, llevaria quizds a alteraciones en otras
estructuras subcelulares tales como la mitocondria o los lisosomas, y

consecuentemente a un dano celular.
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Taupatias

Se sabe, desde hace tiempo, que los ovillos neurofibrilares son un
factor prominente de la neuropatologia del SNC en un grupo de
enfermedades, aparte de la enfermedad de Alzheimer. Mas recientemente,
se ha visto que, en todas ellas, tau esta presente en estos ovillos
neurofibrilares, en una forma de agregados y con un alto nivel de
fosforilacién. Estas enfermedades se conocen actualmente como taupatias.
Entre las taupatias se encuentran la pardlisis supranuclear progresiva, la
enfermedad de Pick, la degeneracion corticobasal y la demencia
frontotemporal con Parkinson unida al cromosoma 17. Las taupatias
muestran diferencias en sus factores moleculares y patolégicos; entre estos
factores se encuentran las distintas caracteristicas de los filamentos
ensamblados, las isoformas de tau que componen los filamentos y las

regiones del SNC que se afectan.

Una de las taupatias mas estudiadas ha sido la demencia
frontotemporal con parkinsonismo unida al cromosoma 17 en la cual se ha
visto una clara correlacién de la patologia con mutaciones en el gen de tau.
Se han descrito en esta enfermedad mutaciones que afectan a exones de
regiones de union a microtibulos o de regiones de autoensamblaje de la
proteina tau®® lo cual confirma el papel etiopatogénico de esta proteina en las

taupatias.
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Por tanto, aunque tau es aparentemente una proteina asociada a
microtUbulos no indispensable para el correcto funcionamiento y desarrollo
del sistema nervioso, su presencia en el SNC de forma modificada puede
tener unos efectos patolégicos importantes en las neuronas. Los efectos
téxicos de tau parecen deberse a las modificaciones que se producen en la
misma. Asi, los factores implicados en las modificaciones de tau pueden

promover una patologia motivada por esta proteina.

4. Proteina humana tipo HesB

Del mismo modo que tau, se ha identificado previamente en
nuestro laboratorio, por la Dra. Irene Cézar Castellano, la presencia en un
enfermo de SS de autoanticuerpos circulantes contra el producto del gen
humano HesB. A tal efecto, suero de una paciente con SS que habia tenido
manifestaciones neurolégicas fue testado en una genoteca de screening de

cDNA (se comentard méas adelante en Material y Métodos).

Dicha proteina fue denominada inicialmente hHesB (human HesB)
porque al comienzo de su estudio, mediante la comparacién de su
secuencia, mostré6 homologia con diferentes proteinas denominadas de tipo
HesB. Estas proteinas tienen conservado entre ellas un dominio denominado
de esa misma forma y que parece relacionado con diferentes procesos de
transporte de electrones. Inicialmente se describieron vinculadas a la fijacion

de nitrdgeno en determinadas bacterias, pero posteriormente, esta proteina
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ha sido identificada en bacterias que no desarrollaban esta funcién de fijar
nitrégeno, por lo que se demostr6 que participaban en la formacion vy
reparacién de grupos o clusters hierro-azufre. Dichos clusters son unidades
en las que hierro y sulfuro se coordinan de diferentes maneras para unirse a
apoproteinas, a través de la molécula sulfuro y un residuo de cisteina, para
intervenir en reacciones de transferencia de electrones. Estos clusters se
forman en la mitocondria celular por medio de diversos procesos enzimaticos

y parecen existir en la mayoria de los organismos vivos.

El producto del gen de hHesB ha mostrado homologia con las
proteinas Isalp e lIsa2p de la levadura Saccharomyces cerevisiae. El
dominio hHesB fue descrito originalmente en relacion con el operdn nif de A.
Vinelandii, el cual esta implicado en la sintesis y maduraciéon de una
nitrogenasa encargada de fijar nitrdgeno®, por lo cual la hipétesis inicial ha
sido que la funcion de dicha proteina esta relacionada con la biogénesis de

clusters de Fe/S.

El gen de rata de HesB presenta una orf de 387 nucleétidos que
codifica una proteina de 129 aminoacidos y 15,5 KDa de peso molecular. La
homologia de dicha proteina con la humana es de un 97%. Posteriores
estudios acerca de la expresién en humanos de su mRNA mostré que éste
tiene 2,8 kb y que su expresion es abundante en cerebro y riidn, siéndolo

menos en corazoén e higado.

51



Introduccion

Asi pues, la proteina humana de tipo HesB es de pequefno peso
molecular, 15,5 kDa, y segun los patrones de Kytte y Doolittle, y Argos, no
presenta zonas intermembrana ni hidrofébicas, por lo que se deduce que es
una proteina soluble con alta movilidad. Por la predicciéon de la localizacién
subcelular su localizacién mas probable parece ser la mitocondria. Respecto
a su estructura secundaria, no presenta ningin dominio de unién a DNA y
tiene una estructura secundaria sencilla y repetitiva. EI dominio que
caracteriza a esta proteina es el HESB, con dos cisteinas (Ci21 y Ci23)
conservadas, ademas de una tercera en la posicion Cs7, la presencia de
estas tres cisteinas pueden dar lugar a enlaces de coordinacion estables con
el hierro Il, quedando un par de electrones disponibles para un enlace de
coordinacion de tipo dativo. Su pequeno tamano y su solubilidad le permiten
amplia movilidad en la matriz mitocondrial o espacio intermembrana,
teniendo facilidad para manejar este metal y transportarlo desde un lugar a

otro.

Al comparar la secuencia de la proteina tipo HesB con las
secuencias de las orf ortblogas, sabemos que fundamentalmente se
encuentran conservadas las dos cisteinas (Ci21 y C123), que se ha visto que
son indispensables para la funciéon de dichas proteinas™’", ya que el cambio
de cualquiera de estos residuos por serina, provoca una disfuncién en la
proteina. Lo mismo ocurre con la Cs; que se encuentra en el denominado

motivo ISAI, esta cisteina parece fundamental para la funcion de estas
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proteinas y también se encuentra conservada en todas las especies

estudiadas.

En concordancia con la hip6tesis de que las cisteinas
conservadas podrian ser la base funcional de las proteinas Isai/lsa2, se ha
purificado la region que incluye estas tres cisteinas (denominada “/scA-like
region”), y se ha comprobado que in vitro se une a dicho metal. La
conservacion de esta zona a lo largo de las especies nos da un indicio de
que la funcién de la proteina de tipo HesB y sus ortélogas pueda ser
intervenir en alguno de los pasos del ensamblaje de los complejos Fe/S

como donadores de hierro.

La conservacion de la estructura de esta proteina desde los
procariotas a los eucariotas superiores esta en concordancia con lo descrito
para la maquinaria isc como universal para la biogénesis de los grupos Fe/S
en la mayor parte de las especies™. La comparacion entre las secuencias
humana y de rata cumple la ley de evolucion, ya que la homologia de las
secuencias proteicas es de porcentaje superior a la homologia de las

secuencias de DNA.

Aunque la funcién de Isaip/lsa2p no se conoce con claridad, se
sabe que intervienen en la maduracion y formacion de los grupos Fe/S, con
el resto de la maquinaria isc, ya que cuando se muta uno de estos genes, se

pierde la actividad de las enzimas ferro-sulfuradas y se produce una
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acumulacién de hierro en la mitocondria™. Esto nos llevd a la hipotesis de
que en la mitocondria de las células humanas, la proteina de tipo HesB
interviene junto a otras proteinas de la maquinaria isc y con un transportador
de tipo ABC, en la maduracion y formacion de los grupos Fe/S necesarios
para gran cantidad de enzimas mitocondriales y del citoplasma. Sus tres

cisteinas conservadas podrian estar relacionadas con la unién a hierro.

Asi pues, no conocemos en su totalidad la posible funcionalidad
de esta proteina. El Unico indicio que tenemos de que esta proteina puede
intervenir en la biogénesis de los grupos Fe/S viene dado por la homologia

estructural con las proteinas de este tipo.
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Material y Métodos

1. Transformacién de microorganismos

La transformacién de bacterias por choque térmico asi como la
preparaciéon de células competentes se llevd a cabo segun el protocolo

descrito por Hanahan”,

Para la obtencion de células competentes E. coli XL1-Blue se tomaron
varias colonias de una placa de SOB con tetraciclina y se inoculé 1 mL en
medio SOB. Tomando este mililitro como preindculo se inocularon 100 mL
de SOB con tetraciclina. Se crecié el cultivo a 37°C hasta una DOggo= 0,4-0,6
para incubarse entonces el cultivo en hielo durante 45 min, seguido de una
centrifugacion durante 10 min, 4°C, a 1000xg. A continuacién las células se
resuspendieron en 1/3 del volumen inicial (66 mL) de tampon RF1 frio,

incubandose en hielo durante 30 min.

Tampon RF1: RbCl 100 mM; MnCl»-4H,O 50 mM; CaCl>-:2H,O 10

mM; Acetato potasico 30 mM; Glicerol (Sigma) 15% (p/v); Ajustado a pH 5,8

con acido acético 0,2M.

Se recogieron las células por centrifugacion como anteriormente se
indicd, y se resuspendieron en 2 del volumen inicial (16 mL) de tampdn

RF2.

Tampon RF2: RbCl 10 mM; Ca Cl>-2H,O 75 mM; MOPS 10 mM;

Glicerol 15% (p/v); Ajustado a pH 6,8 con NaOH 10 N.
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Tras incubar 15 min en hielo, se distribuyeron en alicuotas de 200 pL

y se guardaron a —80°C hasta su uso.

Para la transformacién se anadié a las células descongeladas el DNA
(5 pL para una ligacion o 1 pL para DNA plasmidico) y se incubd en hielo
durante 10 min. A continuacién la mezcla se sometié a choque térmico
durante 90 s a 42°C, pasandolo a hielo durante 2 min. A la mezcla de
transformacion se le anadié 800 pL de LB y se incub6 durante 45 min. a 37
°C. Por ultimo las bacterias se sembraron en placas de LB agar con los

antibiéticos adecuados.

2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Para bacterias

El medio de crecimiento utilizado de forma rutinaria fue el medio LB
(Luria Bertani). En la preparacion de células competentes se utilizé el medio
SOB para su crecimiento, mientras que en la incubacién de éstas, después
de la transformacion se utilizé medio SOC. Para la expresion de proteinas
heterblogas en E. coli se us6 el medio LB. Todos los medios fueron
esterilizados en autoclave, excepto las disoluciones de cloruro magnésico y
sulfato magnésico que fueron filtradas. La temperatura de crecimiento fue de

37°C.
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Medio LB: Bacto-Triptona (Difco)1% (p/v); Extracto de levadura (Difco)

0,5% (p/v); NaCl 1% (p/v), pH 7 (ajustado con NaOH).

Medio SOB: Triptona 2% (p/v); Extracto de levadura 0,5% (p/v); NaCl

10 mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM; MgSO4 10 mM.

Medio SOC: Igual que el medio SOB, pero anadiendo glucosa 20 mM.

NOTA: Todas las sales y los disolventes organicos utilizados en este
trabajo son de MERCK con grado analitico de pureza, si por algun motivo se

ha utilizado un producto de otra casa comercial, se indica entre paréntesis.

En el caso de medios sdlidos se usé Bacto-Agar (Difco) 2% (p/v). Los
antibioticos se anadieron a las siguientes concentraciones: Ampicilina: 50-
100 p g/mL; Tetraciclina: 34 w g/mL; Cloranfenicol: 25 pu g/mL; Kanamicina: 75

u g/mL. Todos los antibiéticos son de Sigma.

La determinacién del crecimiento se realiz6é midiendo la densidad

Optica a 600nm.

Para fagos

Los fagos derivados de Agt11y Uni-ZAP® XR se crecieron en E. coli
Y1090 y XL1-Blue MRF" respectivamente, en medio LB, maltosa 0,2%,

MgSO, 10 mM, a 37°C. Se mantuvieron en tampén de fago SM a 4°C
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durante todo el periodo de su utilizacion, también se congelé una reserva

con DMSO 7% (v/v) a —80°C.

Para la obtencién y purificacion de los fagos positivos derivados de
Mt11, en cantidad suficiente para extraer su DNA y manipularlo
enzimaticamente, se utilizé el siguiente protocolo, basado en el descrito por

Sambrook y cols’, al que denominamos “miniprep de fagos” :

« De un cultivo de Y7090, crecido toda la noche a 37°C,
centrifugado y resuspendido en MgSO4 10mM, se tomaron 200 u L y se
inocularon con una calva de fago positivo de una placa de LB-agar. Se

incub6 durante 10 min a temperatura ambiente y durante 15 min a 37°C.

» A continuacion se anadieron 15 mL de LB y se incubé a 37°C en
agitacion, hasta que el cultivo bacteriano se lis6. La lisis se completd

anadiendo 200 u L de cloroformo e incubando 15 min a 37°C con agitacion.

* El cultivo lisado se traté con DNasa 2 pu g/mL, RNasa 1u g/mL
durante 15 min. a temperatura ambiente, y a continuacién con NaCl 1M
durante 1 h a 4°C. Los restos celulares se retiraron mediante una

centrifugacion de 10 min. a 11000xg a 4°C.

* Finalmente se precipitaron los fagos afadiendo polietilenglicol

8000 (PEG8000) 10% (p/v) (Sigma) e incubando 12 h a 4°C, tras una
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centrifugacion de 10 min. a 11000xg, se eliminé el sobrenadante y se

resuspendieron en 600 u L de SM.

Tampén de fago SM: NaCl 100mM; MgSO,4 10 mM; Tris-HCI (USB) 50

mM pH 7,5; Gelatina (Merck) 0,01% (p/v).
3. Preparacion y analisis de DNA
DNA plasmidico

La preparacion de DNA plasmidico se realiz6 a partir de cultivos de E.
coli crecidos toda la noche en medio liquido LB con los antibi6ticos de

seleccién adecuados.

Se utilizé el método de lisis alcalina segiin Sambrook” para obtener
DNA plasmidico. Se centrifugan 1,5 mL de cultivo durante 20 s a 17000xg vy,
tras desechar el sobrenadante, se resuspende el sedimento en 150 p L de
disolucion I. A continuacion se anaden 300 u L de disolucion |l (preparada en
el momento de su uso). Se mezcla suavemente hasta que el sedimento
adquiere una consistencia mucosa, dejandolo a temperatura ambiente
durante 5 min. Después de anadir 225 u L de disolucién Il y agitar
vigorosamente 10 s, se recupera el sobrenadante que contiene el DNA
plasmidico previa centrifugacién, durante 10 min. a 12000xg. EI DNA
plasmidico se obtiene precipitando el sobrenadante con 0,6 vol. de

isopropanol y centrifugacion durante 15 min. a 12000xg y posterior lavado
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con etanol 70% (v/v) a -20°C. Se resuspende el DNA precipitado en 20 u L de
agua. Para eliminar el RNA se afiade RNAsa a una concentracion final de 40

u g/mL y se incuba durante 15 min. a 37°C.
Disolucioén I: Tris-HCI 25 mM, pH 8; Glucosa 50 mM; EDTA 10 mM.
Disolucion 1l: NaOH 0,2 N; SDS 1% (p/v).
Disolucién Ill: Acetato potasico 3 M; Acido acético 11,5 % V/v.
DNA de fago

La extraccidon del DNA, se hace a partir de fagos que han sido
precipitados con PEG8000 de una “miniprep de fagos”, y resuspendidos en
SM. Para la extraccion del DNA se sigue el protocolo descrito por Sambrook
y cols’®, que consiste en una extraccién con cloroformo, y un tratamiento con
EDTA 20 mM, Proteinasa-K 50 u g/mL, SDS 0,5% (p/v) a 65°C durante 1 h. A
continuacién se somete la muestra a una extraccion de fenol/cloroformo, y
se precipita el DNA con acetato sédico 0,3 M y 2 vol de etanol 100% (v/v)

frio.
DNA gendémico.

El DNA gendémico para hacer los experimentos de “primer extension’
se obtuvo a partir de sangre humana mediante un procedimiento con

proteinasa-K y sales de guanidinio, tal y como se describe:
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A 3 mL se sangre que hemos pasado a un tubo de 50 mL, le
anadimos 30 mL de tampén de lisis hematica, se incuba 15 min. a 4°C y se
centrifuga 10 min. a 1000xg a 4°C. Se elimina el sobrenadante y el
sedimento se lava con 5 mL de tampén de lisis tantas veces como fuera
necesario. A continuacién se resuspende el sedimento en 1 mL de disolucién
de lavado, y se le afnade 0,1 mL de sarcosil 10% (p/v) y 30u L de proteinasa-
K 10 mg/mL, incubandose entre 15-120 min. a 60°C, o bien 12 h a 37°C. Se
anaden 3 mL de tiocianato de guanidinio 70,9% (p/v) y se incuban durante
15 min. a 60°C. Para precipitar el DNA se afiade 10 mL de etanol frio y se
agita durante 5 min. hasta que aparecen las hebras de DNA, que se lava con
etanol 70%, se centrifuga y el sedimento se resuspende en un volumen de
agua que depende del tamano del sedimento, incubandose a 37°C hasta

que se resuspenda.

Tampon de lisis hematica: NH4CI 155 mM; NH4HCO3; 10 mM; EDTA

0,1 mM.

Disolucién de lavado: TrisHCI pH 8, 50 mM; NaCl 10 mM; EDTA 10

mM.

Digestion de DNA.

El DNA se digiri6 a la temperatura requerida por la endonucleasa de
restriccion, en un volumen de reaccion de 20-100 u L, con una concentracién

de DNA=25-100 ng/u L, 1 U de la endonucleasa de restriccién por u g de DNA
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y el tampdn especifico para cada enzima 1x. Las reacciones de digestion se

llevaron a cabo a 37°C durante 2h.

Elaboracion de construcciones.

El vector e inserto fueron digeridos y purificados. El ligamiento del
vector y el inserto se llevd a cabo en un volumen final de reaccion de 10u L.
Se aplicoé una relacién vector:inserto 1:3 para extremos cohesivos y romos.

Se parti6 de manera habitual de 150-200 ng de vector.

Para extremos romos se us6 tampoén ligasa con PEG8000 5% (p/v) y
la mezcla de reaccién se incubd a 22°C durante 2h y a continuacién a 14°C
durante toda la noche. Para extremos cohesivos, se us6 el mismo tampon

pero sin PEG8000, y la reaccion se realiz6 de la misma manera.

Tampédn ligasa 5x: Tris-HCI 0,25 mM, pH 7,6; MgCl. 50 mM; ATP 5

mM; DTT 5 mM; PEG8000 25% (p/v).

Transformacion de extremos protuberantes en romos.

Para rellenar extremos 3" no protuberantes se utiliz6 la actividad
polimerasa del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli
(Promega) en presencia de los dNTPs apropiados. Finalizada la digestion
(en un volumen de 20 u L) con la endonucleasa de restriccidn apropiada y
tras inactivacién de la misma (segun recomendaciones del fabricante) se

anadié 1u L dNTPs 1 mM y Klenow 1U/u g de DNA digerido.
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Se incub6 la reaccién durante 15 min a temperatura ambiente. Se
inactivé la enzima calentando la mezcla de reaccién a 75°C durante 10 min y
se sometid a electroforesis en gel de agarosa y posterior purificacion del

fragmento de interés.

Cuando se hizo necesario hacer romos los extremos 3 protuberantes

se utilizé la T4 DNA polimerasa segin Sambrook”.

Finalizada la digestion con la endonucleasa de restriccion apropiada y
tras inactivacién de la misma (segun recomendaciones del fabricante) se
anadié 1uL dNTPs 2mM y T4 DNA polimerasa 1-2 U/ug de DNA. Si la
digestion se realiz6 en un volumen superior al indicado, los volumenes de

dNTPs y T4 DNA polimerasa se mantuvieron proporcionales.

La reaccién se incub6 durante 15 min a 12°C, la enzima se inactivod
durante 10 min a 75°C, y la mezcla de reaccion se sometié a electroforesis

en gel de agarosa y posterior purificacion del fragmento de interés.
Defosforilacion.

La defosforilacién se llevé a cabo segin Sambrook’™. Después de
someter el plasmido a digestibn con la endonucleasa de restriccion
adecuada, inactivar la enzima y precipitar el DNA, se desfosforildé el vector
en una mezcla de reaccién de 100 p L, con tampén de desfofosforilacion 1x y

fosfatasa alcalina (Boehringer Manheim) segun se indica.
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Si los extremos originados por la digestion enzimatica del plasmido
fueron 5” protuberantes, se us6 fosfatasa alcalina a 1U/100pmol DNA y se

incubd la reaccion durante 30 min. a 37°C.

Si los extremos fueron romos o bien 3" no protuberantes, se uso6
fosfatasa alcalina a 1U/2 pmol DNA. La reaccién transcurrié a 37°C durante
15 min. y entonces se afadio otra alicuota de enzima y continud la reaccion

a 55°C durante 45 min.

Finalizada la reacciéon se inactivo la enzima a 752C durante 10 min.

con EDTA 5mM.
Electroforesis de DNA.

La separacién de DNA se realizé en geles de agarosa SeaKem (FMC
Bioproducts) sumergidos. Estos se prepararon a la concentracién adecuada
(0,8-1,5% (p/v)) segun el tamano de los fragmentos de DNA a separar, en
tampén TAE 1x. La agarosa se fundié calentdndola en un microondas sin
dejar hervir. Se aplicaron por pocillo entre 5-20 u L de muestra mezclada con

1:6 vol de tampdn de carga 6x.

Las electroforesis se realizaron a diferencia de potencial constante de
75-100V hasta que la migracién del azul de bromofenol alcanzé %4 partes de
la longitud del gel. EI DNA se tiné mediante inmersion en una disolucion de

bromuro de etidio (0,5 u g/mL en agua) durante 15 min. Para reducir la
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fluorescencia de fondo, el gel se lavé durante 5 min en agua. Las bandas se
visualizaron mediante un transiluminador de luz ultravioleta de 312 nm y se

fotografiaron.

Tampdn TAE 50x: Tris 2 M; Acido acético glacial pH 8, 5,7% (V/v);

EDTA 50mM.

Tampén de carga 6x: Azul de bromofenol (Sigma) 0,25% (p/v); Xilen-

cianol FF (Sigma) 0,25% (p/v); Glicerol 30% (p/v).

Purificacion de DNA.

Los fragmentos de DNA se purificaron mediante electroforesis en
geles de agarosa. Tras tefiir el DNA vy recortar la banda de interés con un
bisturi estéril, se extrajo el DNA de la agarosa por el sistema Ultrafree DA
(Millipore) segun instrucciones del fabricante. EI DNA eluido se precipité con
acetato amoénico 2,5 M, pH 7 y 2 vol de etanol durante 1 h a temperatura

ambiente, y se resuspendi6 en un volumen adecuado de agua.

El DNA plasmidico para ser secuenciado, en lugar de ser obtenido por
el método descrito anteriormente, se extrajo con el kit Qiaprep (Qiagen)

segun indicaciones del fabricante.
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Marcaje de sondas y oligonucledtidos.

Con digoxigenina.

El marcaje con digoxigenina se llevé a cabo con el “DIG DNA labeling
kit", (Boehringer Manheim) siguiendo indicaciones del fabricante. El DNA
marcado se precipitdé con 1/10 vol LiCl 4M y 3 vol EtOH 100%, y se
resuspendié en un volumen adecuado de agua. Para estimar la cantidad de
sonda marcada se gote6 sobre una membrana de nitrocelulosa diluciones
seriadas de la sonda y de un DNA control marcado. El proceso de revelado
de esta membrana después de unir el DNA covalentemente por luz UV,
consiste en bloquear 30 min. con tampén maleico mas 1% (p/v) leche e
incubar 30 min. con esta misma disolucion con anticuerpo anti-DIG
conjugado a AP (Boehringer Manheim) a 1:5000. Después de tres lavados
de 10 min se revela con NBT/BCIP, de la misma manera que se indica en el
revelado del southern-blot, que se expone mas adelante. La cantidad de
sonda marcada se estimd por comparacion de la senal de la sonda con el

DNA control.

Con y-ATP.

El método utilizado para el marcaje es el descrito por Ausubel™ el
cual consiste en mezclar los siguientes componentes en el orden indicado,
hasta un volumen final de 10 uL: 1) 2,5 uL de HxO; 2) 1 pL T4 tampdn

polinucleétido kinasa 10x (Promega); 3) 1 puL DTT 0,1 M; 4) 1 puL

67



Material y Métodos

espermidina 1mM; 5) 1 pL primer 50-100 ng/uL; 6) 3 pL [y-*2 P] ATP 10
uCi/uL (ARC: ARP-102C); 7) 0,5 pL T4 polinucleétido kinasa 20-30 U/uL
(Promega). Se incuba la mezcla durante 1 h y se para la reacciéon anadiendo
2 uL de EDTA 0,5 M y 50 pyL de tampon TE. Se incuba durante 5 min. a
65°C. Para purificar la fraccién de oligonucleétidos que ha sido marcada, se
pasa la mezcla de reaccion por una columna de exclusibn molecular de
Sephadex G-25 (Pharmacia), siguiendo el método descrito por Sambrook y

cols, 1989.

El porcentaje de sonda marcada, se calcula comparando la
radiactividad presente en 1 pL de la reaccién antes y después de pasar por

la columna de exclusion.
Southern-blots.

El DNA se separa en geles de agarosa, y se transfiere a una
membrana de nitrocelulosa (Schleicher and Schuell) siguiendo el protocolo
descrito por Sambrook’. Este método se basa en la desnaturalizacién in situ
del DNA con NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M, seguido de una neutralizaciéon con
Tris-HCI 1 M pH 7,4 y NaCl 1,5 M, y la transferencia por capilaridad del DNA
a la membrana en presencia de 10x SSC. La transferencia se realiza durante
mas de 16 horas. El DNA se une covalentemente a la membrana de
nitrocelulosa mediante luz ultravioleta (1200 mJ/cm?). La membrana se

prehibrida durante al menos 2 horas a 42°C en una disoluciéon de
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prehibridacion. A continuacion se anade la sonda marcada con digoxigenina
(5ng/u L), previamente desnaturalizada al calentarla durante 10 min. a 100°C
en la disolucion de prehibridacién. La hibridacion se desarrolla a 42°C
durante 14 h. El exceso de sonda se elimina mediante dos lavados de 5 min.
cada uno, con SSC 2x, SDS 0,1% (p/v) a temperatura ambiente. La
membrana se lava durante 15 min. con SSC 0,2x, SDS 0,1% (p/v) a 55°C y
un ultimo lavado de 15 min. con SSC 0,1x, SDS 0,1% (p/v) a 65°C; ambos
lavados son para eliminar la sonda hibridada inespecificamente. Se hace un
lavado de 5 min. con tampdn maleico. Se incuba 30 min. con un bloqueo
preparado con la misma disolucion y 1% (p/v) leche desnatada (Regilait). Se
incuba 30 min. con la disolucién de bloqueo y anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado a AP (Boehringer Manheim) a concentraciéon 1:5000. Se hacen
dos lavados de 15 min. cada uno con la disolucién de maleico, y un lavado
de 5 min para equilibrar con el tamp6n de deteccion para AP. Sobre un papel
de filtro saturado con el tampén de deteccion y NBT/BCIP (0,33 mg/mL /
0,17 mg/mL), se coloca la membrana y se incuba en la oscuridad hasta que

aparezcan las bandas.

SSC 20x: NaCl 17,53% (p/v); Citrato sédico 8,82% (p/v); Ajustar con

HCI hasta pH 7.

Disolucidon de prehibridacion: Formamida 50% (p/v); SSC 5x;

Denhardt 2x; SDS 0,1% (p/v).
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Tampdn maleico: Acido maleico 100 mM; NaCl 150 mM; Ajustar el pH

a’nb.

Tampédn de deteccién para AP: Tris-HCI 0,1 M, pH 9,5; NaCl 0,1 M.

NBT (Boehringer Manheim): 75 mg/mL en dimetilformamida 70% (v/v)

y se guarda a 4°C.

BCIP(Boehringer Manheim): 25 mg/mL en dimetilformamida 100%

(v/v) y se guarda a 4°C.

Secuenciacion.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo con el kit
Sequenase® (USB), segun indicaciones del fabricante. Las reacciones se
cargaron en un gel de acrilamida/urea, que se pre-corrié durante 1 h, y la
electroforesis tuvo lugar a 60-80W, teniendo cuidado de que el gel no supere

los 55°C. El tampén usado para la electroforesis fue TBE 1x.

Gel de urea/acrilamida 1x: Acrilamida (Serva) 5,7%; Bisacrilamida

(Serva) 0,3%; Urea (USB) 42%; TBE 1x; TEMED (Serva) 2uL/mL disolucién;

APS (Serva) 20 u L/mL de disolucién.
TBE 10x: Tris 10,8% (p/v); Acido bérico 5,5% (p/v); EDTA 0,02 M.

La secuenciacion de los clones positivos del muestreo sobre las

genotecas se hizo en Sistemas Genomicos S.L. Para secuenciar estas
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muestras, los distintos tipos de DNA se purificaron con los siguientes Kit,

siguiendo las indicaciones de cada uno de los fabricantes:

* Wizard DNA Clean-Up system (Promega)

*  Microcon PCR (Millipore)

« Qiaprep (Qiagen)

Analisis y comparacion de secuencias.

Para manipular, identificar y caracterizar las distintas secuencias
resultantes de los clones positivos obtenidos de los muestreos con las tres

genotecas se utilizaron los siguientes programas:

OMIGA: Para ordenar y almacenar todas las secuencias obtenidas,
asi como para buscar las pautas de lectura abierta (orf) de cada secuencia
de cDNA y estudiar en las zonas 5°UT y 3'UT, las secuencias consensus de

promotor minimo y de terminacion de la transcripcion respectivamente.

PSORTIl, MITOPROT: Para estudiar las presecuencias de

senalizacion a mitocondria.

http://psort.nibb.ac.jp/

http://www.mips.biochem.mpg.de/cgi-bin/proj/medgen/mitofilter
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NPS@-PBIL: Para estudiar el perfil fisico-quimico de la secuencia
primaria de la proteina (patrones de hidrofilicidad/hidrofobicidad, flexibilidad,
antigenicidad, etc.) y las posibles estructuras secundarias deducidas de la

secuencia de aminoacidos.

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html

NCBI-BLAST: Para comparar las secuencias de cDNA con todas las

secuencias de DNA y proteinas de los bancos de datos”’.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

NCBI-ENTREZ GENOME: Para localizar los genes en los

cromosomas humanos™.

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/seq/page.cgi?F=HsBlast.htm|&&

ORG=Hs

CLUSTALW: Para comparar las secuencias de DNA o proteina,

sefialando puntualmente las homologias.
http://bio.lundberg.gu.se/index.html

EBI-PPSEARCH (Prosite): Para estudiar las secuencias consensus
de dominios funcionales de proteinas, asi como la familia de proteinas que lo

contienen.
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http://www2.ebi.ac.uk/ppsearch.htlm

4. Preparacion y analisis de proteinas

Extraccion de proteinas.

La cuantificacién de las proteinas se hizo en unos casos por tincién
con azul de Coomasie de las proteinas separadas por electroforesis en geles

de poliacrilamida, y en otros casos segun Bradford™.

LSB 3x (tampdn de carga para proteinas): Tris HCI 62 mM, pH 6,8;

Glicerol 3,33% (p/v); SDS 0,67% (p/v); B-mercaptoetanol 1,67% (p/v); Azul

de bromofenol 4x10™* % (p/v).
Electroforesis de proteinas.

Las proteinas se separaron en un sistema de geles discontinuos de
poliacrilamida-SDS (Laemli, 1970) al 10%, 12,5% y 15% (p/v) dependiendo
del tamano de las proteinas que se quieren separar. Como marcador de
peso molecular se utilizé una mezcla de proteinas conocidas, que han sido
pretenidas con azul de Coomasie (Sigma). Las electroforesis se llevaron a
cabo en dos tipos de cubetas: Hoefer SE600 y Miniprotean de BioRad, en
ambos casos con un potencial de 200V y a temperatura ambiente hasta que

el azul de bromofenol alcanz6 el final del gel.

Tampén de camara 10x: Tris 0,25M; Glicina 2M; SDS 0,035M.
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Western-blots.

Tras la electroforesis, el gel se equilibré durante 15 min. en el tampén
de electrotransferencia y las proteinas se transfirieron a una membrana de
polivinilideno difluorado (PVDF, Inmobilon-P, Millipore), previamente
hidratada con metanol y equilibrada en tampén de transferencia. Las

condiciones de transferencia fueron:

e Cubeta Hoefer: 400 mA, 4°C, durante toda la noche.

e Cubeta BioRad: 100 V, 4°C, 1 hora.

Tampon de electrotransferencia: Tris 20mM; Glicina 132 mM; Metanol

20% (v/v). El tampén queda a pH 8,3-8,4.

Una vez finalizada la transferencia se lavé la membrana varias veces
en PBS-T y se bloque6 durante una hora en PBS-T con 5% (p/v) de leche

desnatada (Regilait).

Para la eleccion de los sueros humanos que se utilizaron en el
muestreo de la genoteca de expresion, éstos se utilizaron a distintas
diluciones y procedian de enfermos afectos de Sindrome de Sjégren. Estos
sueros fueron cedidos por el Servicio de Reumatologia del HUC, siguiendo

la normativa correspondiente.
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Los sueros se diluyeron en PBS-T con 0,5% (p/v) de leche desnatada
y se incubaron con las membranas durante una hora a temperatura
ambiente. Después de tres lavados de 10 min cada uno, con PBS-T, se

aplico el anticuerpo secundario correspondiente:

* Sueros humanos: Anti-lgG humano unido a POD (Boehringer

Manheim) a 1:100 000; o (Amersham) a 1: 60 000.

» Sueros de conejo: Anti-IgG de conejo unido a POD (Amersham) a

1:10 000; o (Amersham) a 1:100 000.

El anticuerpo secundario se diluyé en la misma disolucion que el
anticuerpo primario, y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. La
membrana se lavé tres veces con PBS-T. La actividadad peroxidasa se
revelé mediante quimioluminiscencia con el sistema ECL Plus (Amersham) y
se detectd con una pelicula de rayos X (Fuji RX) durante tiempos de

exposicion variables.

PBS-T: NaCl 13,7mM; KCI 2,7mM; NaHPO4 8mM; KH2PO4 1,8mM,

ajustado a pH 7,4; Tween®20 (Sigma) 0,1% (p/v) .

Reciclaje de membranas.

Las membranas de PVDF se reutilizaron eliminando el anticuerpo
unido mediante tratamiento con una disolucion: Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,7;

SDS 2%; B-mercaptoetanol 100 mM.

75



Material y Métodos

Se tratdé durante 30 min a 50°C. Para eliminar los restos de la
disolucion de reciclaje se hicieron cuatro lavados de 15 min cada uno con

PBS-T.

5. Induccidn de sintesis proteica y purificacion de la proteina a

estudio por afinidad con matriz Ni-NTA

Las cepas de E. Coli BL21 seleccionadas se crecieron con los
antibiéticos apropiados durante la noche en un volumen de 5 ml de LB. Tras
esto se procedié a medir la densidad éptica de los cultivos y se tomaron
alicuotas para un volumen de 100 ml de LB a densidad éptica 600 nm 0,01.
Cuando la densidad éptica de los cultivos fue de 0,5-1 se indujeron con IPTG
1 My cuatro horas después se recogi6 el pellet del cultivo tras centrifugacién

del mismo.

El pellet de bacterias obtenido tras induccion se sometié a buffer de
lisis Tris 50mM pH8, EDTA 1mM, NaCl 100 mM, 3ml de dicho buffer por
gramo de pellet, posteriormente se afnadié complete 25X, lisozima 80 pl/gr y
acido desoxicolico 10 pug/ml. Una vez realizado esto se completé con
DNAasa 30 pul/gr y se procedi6 a incubaciéon a 37° durante 30 minutos. Tras
centrifugacion a 11000 rpm durante 15 minutos a 4° se recogid el pellet
obtenido y se sometié de nuevo a buffer de lisis 10mM EDTA Triton x100

0,5% y nueva centrifugacién en las mismas condiciones descritas.
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La matriz de niquel se equilibré inicialmente con buffer de lisis Tris 20
mM Urea 6M ph8, con 3 centrifugaciones a 5000 rpm descartando el
sobrenadante. Posteriormente se incub6 la muestra con la matriz en
movimiento durante 1 hora a 4°C. Una vez transcurrida esta hora la matriz
se sometio a 3 lavados cada uno, con buffer de lisis 5mM Imidazol y 200 mM

Imidazol respectivamente, este ultimo con inhibidor de proteasas complete.

En el caso de hHesb el proceso fue similar salvo que tras correr la
muestra en gel de acrilamida, la banda a estudio se cortd y la proteina de

interés se obtuvo mediante electroelucion.

6. Western blots de las proteinas a estudio y analisis de

intensidad de bandas.

Las proteinas tau y hHesb se sometieron a sondaje con 19 sueros de
enfermos de SS y 19 controles sanos, cedidos por el Servicio de
Reumatologia y el Banco de Sangre del Hospital Universitario de Canarias
segun la normativa vigente. Para tau se utilizaron dichos sueros a una
dilucién de 1/1000 y para hHesb a 1/2000 utilizando como secundario Ig anti-
human (Amersham) a 1/60000. Las bandas obtenidas tanto en enfermos
como controles fueron analizadas con el software NCI-Image segun

instrucciones del mismo.
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7. Analisis estadistico

La hipétesis nula del estudio se determin6 como que no habia
diferencias entre los pacientes y controles en lo que se refiere a los niveles
de anticuerpos anti-tau y anti-hHesB. La potencia estadistica requerida a
priori exigia el estudio de 80 pacientes como minimo para conseguir una
representabilidad poblacional adecuada, no obstante, aunque esta no se
consiguié, ya que se estudiaron un namero inferior de pacientes, nuestros

datos suponen una aproximacion inicial a los datos que se discuten.

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS utilizando la
prueba de Mann-Whitney y otros estadisticos adecuados para cada analisis.
Los valores extremos fueron depurados de la sabana de datos promedio al
andlisis estadistico con la sustitucion de estos valores por el valor

correspondiente a la media mas 2,5 desviaciones estandar.
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1. Anadlisis de las secuencias de los cDNAs obtenidos en el

muestreo.

Tal y como se ha comentado en Material y Meétodos, tras
seleccionar mediante el método SEREX los clones autorreactivos en una
genoteca de cerebro humano con diferentes sueros de enfermos con SS,
estos fueron secuenciados mediante su envio a centro de referencia para tal
fin (Sistemas gendmicos, Valencia). Las secuencias obtenidas de cada uno
de ellos fueron comparadas con las secuencias conocidas de DNA y
proteinas publicadas en los bancos de datos, a las que accedimos por los

programas del NCBI-BLAST.

Identificamos en primer lugar una proteina como autoantigeno ya
conocida: proteina tau; y otra desconocida, cuya caracterizaciéon corrié a
cargo de otra tesis desarrollada en nuestro grupo de investigacion, el
producto del gen humano hHesB. El objeto de esta tesis es el andlisis de
ambas proteinas en lo que se refiere a su relacion como autoantigenos en el

SS.

No obstante, en nuestra linea de trabajo se obtuvieron otros
clones, dentro de los cuales se hallaban proteinas conocidas y asociadas al
SS y proteinas conocidas pero no asociadas al SS. Entre las ya relacionadas
con el SS tenemos: proteina La/SS-B, implicada en la transcripcion de la
RNA polimerasa |Ill; proteina NA-14, proteina nuclear identificada

recientemente; PDC-E2 (dihidrolipoamida acetil transferasa), proteina de 70
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kDa componente E2 del complejo de la piruvato deshidrogenasa relacionada
con la cirrosis biliar primaria; autoantigeno del centrémero CENP-B
relacionada con la esclerosis sistemica y; macromolécula no proteica rRNA
28s relacionada con el lupus eritematoso sistémico. Entre las no

relacionadas previamente con el SS figuran: proteina tau, cuya estructura y

papel molecular ya ha sido comentado; proteina WAVE, proteina relacionada
en el mantenimiento de la estructura del citoesqueleto celular implicada en la
patogenia del sindrome de Wiskott-Aldrich y; proteina hHesB que también ha

sido ya descrita.

Una vez obtenidos los clones de tau y hHesB, proteinas
escogidas para determinar su relacién con el SS, los insertos de interés
fueron subclonados en diferentes plasmidos de expresion segun
conveniencia y en funciéon de las pautas de lectura abierta (ORF: open
reading frame) que se estudiaron mediante el programa OMIGA, de tal forma
que ambas secuencias de cDNA para tau y hHesB fueron insertadas en
sendos plasmidos pRSET B, ya que estas construcciones permitian obtener

las secuencias de aminoacidos de sintesis esperadas.

Para el caso de tau, al plasmido que contenia su inserto se le
denominé: PIF1 (pREST B + inserto tau). Fue digerido con la enzima de
restriccion Pvu Il. Esta enzima digeria al inserto en un lugar asimétrico y al
plasmido en dos sitios de restricciéon, de tal forma que se podrian obtener, tal
y como se indica en la figura 4, dos fragmentos del inserto correspondientes

a 588 y 489 pares de bases, 0 dos fragmentos de 691 y 380 pares de bases.
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pUC

F1 ori
tau
hHesB
Ampicilina
Digestion
con Pvu ll
PMM 4 PIF 1
<)
cDNA de hHesb cDNA de tau

Figura 4. Digestion del cDNA de tau y hHesB para conocer
orientacion correcta en pRESET B
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Se eligieron aquellos clones en los que se obtenia la primera
combinacién de pares de bases, ya que esta correspondia a la disposicion
del inserto en la pauta de lectura requerida para la sintesis de la proteina

tau.

En lo que se refiere a hHesB este fue subclonado de tal forma que
al plasmido que lo contenia se le denominé PMM 1 (pRESET B + inserto
hHesB). En este caso la digestion con enzimas de restriccion se realizé
igualmente con Pwu /1, la cual permitia la obtencion de dos combinaciones de
fragmentos, una de ellas con dos fragmentos de 3311 y 212 pares de bases,
y otra con dos fragmentos de 3109 y 414. También en este caso se
escogieron aquellos clones cuya digestion nos permiti6 conocer la pauta de

lectura  adecuada que  sintetizaria la  proteina a  estudio.

Posteriormente dichos plasmidos, PIF 1 y PMM1, fueron
transformados para su induccidn proteica en bacterias BL21 (DE3) plys S.
Esta se llevo acabo para el inserto tau mediante columnas de niquel de
afinidad y para hHesB mediante electroelucion tal y como se comenta en

Material y métodos.

Tras la transformacion se procedié a comprobar que las bacterias
contenian la construccion a estudio. Para este fin, a diferentes clones se les
extrajo sus plasmidos y se corrieron en geles de agarosa y se asumio que
aquellos que tenian un peso superior al del plasmido sin inserto eran los

clones que contenian a éste (figura 5).
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2. Obtencioén de las proteinas tau y hHesB

Las bacterias BL21 fueron sometidas a crecimiento en medios de
cultivo adecuados tal y como se ha descrito anteriormente y a induccion
proteica. Para tau se obtuvo una proteina de aproximadamente 17 kDa y
para hHesB de aproximadamente 15 kDa tal y como se observa en la figura

6 que representa un gel de acrilamida tenido con azul de Coomasie.

|

/ Proteina tau

Proteina
¢ hHesB

Figura 6. Gel de acrilamida tefiido con azul de Coomasie que representa las
proteinas tau y hHesB obtenidas
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Figura 5. Clones de tau y hHesB tras transformacion en bacterias BL21.

Para comprobar que habiamos obtenido las proteinas que
buscamos se realizd6 western blot de la proteina tau enfrentandola con el
suero original del que se habia obtenido y también con anticuerpos anti-tau
cedidos por el Dr. Jesus Avila. El resultado obtenido fue que tanto el suero
de la paciente de la que se habia obtenido el clon a estudio como los
anticuerpos anti-tau reconocian nuestra proteina por lo cual podemos afirmar
que habiamos obtenido la proteina a estudio. En lo referente a hHesB esta
también se enfrenté en western blot con el suero de la misma enferma de la
que se obtuvo, el resultado también fue positivo: el suero de la paciente

reconocia la proteina estudiada. En este Ultimo caso, obviamente, no
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disponiamos de anticuerpos anti-hHesB por lo que no se pudieron utilizar

para su comprobacion ulterior.

Para tau, tal y como podemos observar en la figura antes
mencionada, se obtuvieron dos bandas en torno a 17 kDa, pensamos que
ambas bandas corresponden a la proteina fosforilada y no fosforilada, si bien
no se realiz6 defosforilizaciéon de la misma por motivos técnicos y porque su
sintesis fue dificultosa técnicamente y con bajo rendimiento en lo que se

refiere a la cantidad de proteina que se obtenia.

3. Pacientes

Se obtuvo suero de 19 enfermos con SS, dichos sueros fueron
cedidos por el Servicio de Reumatologia del Hospital Universitario de
Canarias segun normativa vigente al respecto. De la misma forma, 19 sueros
de donantes sanos del Banco de Sangre del mismo hospital se utilizaron
como grupo control. Pasamos a continuacion a describir las caracteristicas
clinicas de los pacientes con SS en los que se testaron las proteinas a
estudio (todos los enfermos eran mujeres, se correlacionan de 2 a 20,

asumiendo que el paciente o suero 1 corresponde a un control).

Paciente 2 (suero 1.23): Sindrome de Sjégren diagnosticado a los 38
anos. La paciente no ha desarrollado afectacién visceral de ningun tipo. En
lo que se refiere a sus datos analiticos destaca positividad para La, no asi

para Ro, con negatividad para factor reumatoide.
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Paciente 3 (suero 1.84): Diagnéstico a la edad de 51 afos, historia
previa de hipotiroidismo subclinico autoinmune sin otros datos de interés. No
ha presentado afectacién neurolégica ni de otro tipo salvo el hipotiroidismo
asociado. Se ha realizado biopsia de glandulas salivares con confirmacion
anatomopatoldgica del diagnostico. La paciente presenta positividad para

anti-Ro y anti-La, no asi para factor reumatoide.

Paciente 4 (suero 1.38): Debut de la enfermedad a los 36 afios con
artralgias y positividad para anticuerpos antinucleares a titulo alto. No ha
presentado afectacion neuroldgica ni de otro tipo. Esta paciente no presenta
positividad para Ro y La, pero tanto la clinica como los hallazgos
anatomopatoldgicos confirman el diagnostico segun los criterios europeos

descritos en la Introduccion de esta tesis doctoral.

Paciente 5 (suero 2.47): Diagnostico a los 42 afos tras debutar con
queratitis bilateral motivo por el cual fue remitida a nuestro servicio ante la
sospecha de sindrome seco. La paciente presentd anticuerpos antinucleares
moteado a titulo alto junto con positividad para anti-Ro y anti-La asi como
biopsia de glandulas salivares compatible. No ha desarrollado afectacion

neuroldgica ni de otro tipo.

Paciente 6 (suero 84/95): Diagnéstico a la edad de 47 afos con
positividad para anti-La (no para anti-Ro) y anemia hemolitica autoinmune
que requiri6 esplenectomia por severidad de la misma. La paciente ha

presentado cuadro parkinsoniano no filiado junto con deterioro cognitivo
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objetivandose en pruebas de imagen (resonancia magnética nuclear)
hiperintensidad en sustancia blanca de ambos centros semiovales y coronas
radiatas especialmente en I6bulos frontales en relacién con areas de gliosis
de probable origen isquémico. La paciente ha sigo catalogada de probable

NeuroSjégren y se halla en control por nuestro servicio.

Paciente 7 (suero 1.96): Diagnéstico tras inicio de alteracién de
pruebas de funcion hepatica que pusieron en evidencia positividad para
anticuerpos antimuisculo liso y diagnéstico de hepatitis autoinmune. Fue
remitida a nuestro servicio en el Hospital Universitario de Canarias donde se
objetivo ojo seco junto con positividad para anti-Ro y factor reumatoide. No

ha desarrollado afectacién visceral de otro tipo.

Paciente 8 (suero 802.94): Diagnéstico a los 50 afnos de edad,
presentando la paciente positividad para Ro y La, cirrosis biliar primaria y
cuadro de deterioro cognitivo en control y seguimiento por el servicio de
Neurologia de nuestro hospital. El cuadro ha sido interpretado como en
relacion con su enfermedad de base con evidencia de deterioro de la

memoria, calculo, memoria, lenguaje y juicio.

Paciente 9 (suero 154/95): SS diagnosticado a la edad de 65 afos
con positividad para anticuerpos antinucleares y antimitocondriales, anti-La
positivo y anti-Ro negativo. La paciente durante su evolucién ha presentado
complicaciones menores tipo osteoporosis multifactorial pero hace

aproximadamente 6 afios presentd episodio deficitario neurolégico que se
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interpretd como probable ictus isquémico versus manifestacion neuroldgica
de su enfermedad de base con imagen en resonancia magnética nuclear
compatible con lesién isquémica o vasculitica. La paciente no ha vuelto a
presentar manifestaciones neuroldégicas de ningun tipo pero el cuadro ha

sido interpretado como en probable relacién con su sindrome de Sjégren.

Paciente 10 (suero 560/93): Sindrome de Sjégren diagnosticado a los
45 anos en base a debut con clinica articular y positividad de anticuerpos
antinucleares junto con anti-Ro positivo. La paciente como antecedentes de
interés presentaba una diabetes mellitus tipo 1 desde la infancia pero no

habia presentado afectacion visceral de ningun tipo relacionada con su SS.

Paciente 11 (suero 1/99): Paciente mujer que debuta a los 32 afnos
con poliartralgias inflamatorias, junto con sindrome seco y anticuerpos
antinucleares. No presentaba anti-Ro ni anti-La, factor reumatoide negativo,

biopsia diagnostica de glandulas salivares.

Paciente 12 (suero 4.80): Debut a los 56 afnos con sindrome seco,
antecedentes personales de hipertension arterial. Presentaba anti-Ro y La
positivo, factor reumatoide positivo y no tenia hallazgo alguno de afectacion

visceral.

Paciente 13 (suero 531/95): Diagnéstico de la enfermedad a los 65
anos de edad. Ha presentado negatividad para anti-La y anti-Ro, diagndstico

de cirrosis biliar primaria con positividad para anticuerpos antimitocondriales
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y anti-musculo liso e hipotiroidismo autoinmune en tratamiento sustitutivo. No

ha tenido manifestaciones neurologicas.

Paciente 14 (suero 3.52): Paciente con diagnéstico de SS a los 43
anos. Sin afectacion visceral secundaria a su enfermedad de base.

Anticuerpos antinucleares positivos con anti-La y Ro.

Paciente 15 (suero 739.93): SS diagnosticado a los 51 afrios.
Antecedentes personales sin interés salvo fendmeno de Raynaud severo
que precisaba tratamiento con calcioantagonistas. Positividad para anti-La,

no para anti-Ro. No datos de afectacion visceral de ningun tipo.

Paciente 16 (suero 1183/96): SS primario diagnosticado a las edad de
60 anos, la paciente presentaba del mismo modo otros antecedentes
personales como hipertension arterial, miocardiopatia hipertréfica, diabetes
mellitus tipo 2, glaucoma y carcinoma intraductal mama izquierda
intervenido. Durante su evolucion presentd varias complicaciones en relacion
a su enfermedad de base, tales como, anemia hemolitica, neumopatia
intersticial secundaria y neuropatia del trigémino. También se realiz6 biopsia
de glandulas salivares con diagnostico anatomopatolégico compatible y
presentaba anticuerpos antinucleares positivos con presencia de anti-Ro y

anti-La junto con factor reumatoide positivo.

Paciente 17 (suero 98/87065): Diagndstico a los 17 afios de edad con
positividad para anti-Ro, factor reumatoide y presentando paralisis facial y

tiroiditis autoinmune.
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Paciente 18 (suero 1178/96): SS diagnosticado a la edad de 14 arios,
10 afos de evolucién de la enfermedad. Como Unico hallazgo clinico ha
presentado sintomatologia articular sin otro tipo de afectacién visceral. Ha
tenido anti-Ro y La positivo, factor reumatoide positivo, biopsia de glandulas
salivares con infiltrados linfocitarios sugestivos de SS, gammagrafia de
glandulas salivares también compatible y tests oftalmol6égicos (Schimmer,

Rosa de Bengala) patolégicos

Paciente 19 (suero 198/95): Diagnéstico a los 33 afios con debut en
base a artralgias, Raynaud y leucopenia. No ha presentado ni anti-Ro ni anti-

La. No afectacion visceral de ningun tipo hasta el momento actual.

Paciente 20 (suero 559/93): SS diagnosticado a los 39 anos de edad.
No ha presentado afectacion visceral de ningun tipo. Anti-Ro y anti-La

positivos.

Asi pues, nuestros 19 pacientes, en resumen presentaban las
siguientes caracteristicas clinicas y analiticas. Cinco pacientes presentaron
afectacion neuroldgica a lo largo de la evolucién de su enfermedad. Una de
ellas en forma de cuadro parkinsoniano y deterioro cognitivo con resonancia
magnética nuclear patolégica. En el segundo caso, la paciente presentd un
episodio deficitario con imagen en RMN también patolégica, llama la
atencién la ausencia de otros factores de riesgo para presentar un ictus
isquémico, por lo cual, el cuadro fue interpretado en relaciébn con su

enfermedad de base. La tercera paciente también ha desarrollado un cuadro
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de deterioro cognitivo en relacion con su enfermedad de base. La cuarta y
quinta pacientes con manifestaciones neurolégicas presentaron
manifestaciones neurolégicas referidas al sistema nervioso periférico, tales

eran, neuropatia del trigémino y paralisis facial.

En lo que se refiere a manifestaciones clinicas de otro tipo, 4
pacientes (21%) tenian manifestaciones tiroideas, siendo las cuatro en
relacion a hipotiroidismo, 2 de ellos diagnosticados previamente al SS, y los
otros dos con posterioridad. Tres pacientes tuvieron manifestaciones
hematoldgicas mayores, siendo las tres del tipo de anemia hemolitica
autoinmune. Una sola paciente desarrollé afectacion pulmonar, en relacion
ésta con neumopatia intersticial difusa que requiri6 tratamiento
inmunosupresor. Dos pacientes desarrollaron afectacién hepatica, una de
ellas en forma de cirrosis biliar primaria y la otra como hepatitis autoinmune.
Dos pacientes presentaron positividad para anticuerpos antimitocondriales,
una fue la antes mencionada que padecia una cirrosis biliar primaria y en

otro caso fue sin enfermedad hepatica conocida.

En lo que se refiere a los datos analiticos de nuestros 19
pacientes, doce (63%) presentaron positividad para factor reumatoide, y 10

(52%) y 11 (57%) pacientes presentaron anti-Ro y anti-La respectivamente.
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4. Screening de sueros de enfermos con SS

Para el screening de los sueros se realizaron western blot a tal
efecto. Las bandas obtenidas fueron analizadas segun el programa NIH
Scion Image. Para tau los anticuerpos primarios (sueros de los pacientes) se
usaron a 1:1000 y el secundario a 1:60 000, para hHesB se utilizaron a

1:2000 y 1: 60 000 respectivamente.

Las figuras 7 y 8 muestran las bandas de las proteinas tau y
hHesB segun los pesos moleculares esperados halladas en enfermos vy
controles. En la parte inferior de dichas figuras se muestran las curvas de
densidad optica obtenidas tras andlisis de las bandas con el programa NIH
Image para PC obtenido del U.S. National Institutes of Health y disponible en
internet en la direccién http://rsb.info.nih.gov/nih-image. Para que el analisis
fuera lo mas fidedigno posible las condiciones de escaneado de los geles se
cuidaron para que fueran exactamente las mismas para todas las imagenes.
El procesamiento digital y la obtencion de las curvas de densidad éptica para
las bandas también se realizaron teniendo en cuenta que no todas las
imagenes presentaban el mismo fondo. Los resultados obtenidos y
mostrados en la figura 9 son, por tanto, totalmente comparables entre si en
lo que se refiere a enfermos y controles. El programa NIH Image esta
avalado por los Institutos Nacionales de Salud de EEUU, donde ha sido
creado, su uso es rutinario y de gran valor en el andlisis de bandas de geles

de diferentes tipos y en imagenes obtenidas tras western blot.
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Figura 7. Proteina hHesB. Western blot para enfermos y controles y medicion de
bandas con el programa NIH Image
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Pacientes
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Figura 8. Proteina tau. Western blot para enfermos y controles y mediciéon de
bandas con el programa NIH Image
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Asi pues, la figura 9 muestra los resultados divididos en los que
representan las densidades épticas para tau, en enfermos y controles, y los

de la proteina hHesB también para enfermos y controles.
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Fig 9. Diferencia entre controles y enfermos para resultados segun
densidad oOptica para las proteinas tau y HesB.
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5. Analisis estadistico

Para determinar la fuerza estadistica que queriamos obtener en
esta tesis doctoral, inicialmente, y asumiendo que el criterio de significancia
(alfa) escogido era 0,05, se asumié que se deberian estudiar 80 _enfermos
para tener una fuerza estadistica del 80,4%. Esto viene dado porque se
asume que, por ejemplo, para los valores resultados de tau, con una media
de 1.375 unidades de densidad éptica y una desviacion estandar de 1.580,
se calcula que 80 pacientes permitirian detectar el minimo efecto importante
de relevancia, en el sentido que diferencias inferiores a este valor no serian
de interés clinico o de significado estadistico sustancial. Se asume, del
mismo modo, que el tamano de esta muestra de 80 pacientes seria
razonable para hacer comparaciones en lo que se refiere a una poblacion

general.

Obviamente, tal y como hemos comentado, nuestra muestra
consistio en 19 pacientes, esto viene dado por la dificultad de obtener sueros
de enfermos y también porque hicimos especial hincapié en las
manifestaciones neuroldgicas del SS, que son de presentacién inusual. Por
tanto, aunque nuestra potencia estadistica, por el tamano de nuestra
muestra, no es la adecuada, nuestros datos si que son relevantes a la hora
de relacionar de forma inicial o como introduccién un nuevo hallazgo
inmunolégico en una enfermedad concreta. Obviamente, nuestro siguiente
paso sera aumentar la serie de pacientes a estudio para conseguir la

potencia estadistica comentada.
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En lo que se refiere a la proteina tau, nuestras 19 enfermas no
han demostrado una diferencia estadisticamente signficativa en lo que se
refiere a la presencia de anticuerpos anti-tau (p=0,65). Del mismo modo,
tampoco hemos encontrado que en los enfermos con manifestaciones
neurologicas sea estadisticamente mas frecuente la presencia de dichos
anticuerpos  (p=0,75). Igualmente, ninguna manifestacién clinica
(enfermedad hematoldgica, tiroidea, pulmonar o hepatica) o analitica
(presencia de factor reumatoide, anti-Ro o anti-La) se correlacioné con la

presencia o ausencia de anticuerpos anti-tau (prueba de Mann-Whitney).

Los datos referentes a la proteina hHesB testada en enfermos y
controles mostraron los siguientes resultados. Se detecté que los enfermos
de SS mostraron niveles estadisticamente diferentes a los controles, siendo
los niveles de anti-hHesB significativamente inferiores en enfermos en
comparacién a sanos (p=0,002). Del mismo modo, los valores en controles
mostraron una variabilidad mayor que en enfermos, esto es, los valores en
sanos tenian una desviacion standard mayor mientras que en enfermos esta
era menor. Tampoco en este caso, los niveles de hHesB mostraron
asociaciéon de ningun tipo con la presencia de enfermedad neuroldgica,
tiroidea, hematolégica o hepatica o con la presencia o ausencia de

anticuerpos anti-Ro, anti-La o factor reumatoide.
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Fig 10. Intervalos de confianza y medias de los resultados obtenidos para hHesB

Como hemos comentado, independientemente de que
estadisticamente hemos hallado una relacion, un dato a resaltar, es que los
valores en enfermos tienden a agruparse, es decir, su variabilidad disminuye
con respecto a controles. Esto tiene cierta importancia, ya que determinados
valores biolégicos tienen este comportamiento, es decir, los valores “se
agrupan” en determinadas condiciones patologicas. El hecho de que los
pacientes sanos tengan valores superiores y de mayor rango que los
enfermos, y que estos ultimos presenten valores inferiores y mas agrupados

es de importancia a la hora de interpretar estos resultados.
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1. NeuroSjogren

Las enfermedades autoinmunes son un grupo heterogéneo de
enfermedades entre cuyos mecanismos fisiopatoldgicos parece que la
autoinmunidad, entendida esta como el reconocimiento de estructuras propias
como autoantigenos, juega un papel crucial. El sindrome de Sjogren es una
enfermedad cuyas caracteristicas clinicas y etiopatogénicas son de especial
interés para los reumatélogos y constituye una excelente base en la que
podemos adentrarnos con el fin de intentar comprender como determinados
mecanismos moleculares desencadenan y producen una determinada
enfermedad. El SS, ya descrito en la Introduccion de esta tesis, consta de
diferentes caracteristicas entre las que figuran las de tipo clinico,
anatomopatologico o analitico, es este Ultimo aspecto en el que hemos
intentado profundizar ya que los autoanticuerpos entendidos como marcadores
de enfermedad son de extrema importancia a la hora de reconocer a una
determinada enfermedad o incluso a la hora de monitorizar la actividad de un
proceso patolégico. En esta tesis, por tanto, hemos intentado identificar nuevos
marcadores o autoanticuerpos en el SS y mas concretamente en lo que se
refiere a las manifestaciones neurolégicas del mismo o neuro-Sjoégren, ya que
este aspecto de la enfermedad es bastante desconocido y carece de claros

identificadores que permitan su diagnéstico.
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Asi pues, el SS es un trastorno autoinmune sistémico
caracterizado por sequedad ocular y oral debido a la infiltracién linfocitica de
los tejidos glandulares exocrinos. En el SS primario pueden tener lugar
multiples manifestaciones extraglandulares que afectan a nivel pulmonar,
renal, hepatico asi como a nivel del sistema nervioso central. La afectacién de
dicho sistema nervioso central puede ser de varios tipos®®® incluyendo
manifestaciones focales como epilepsia, hemiparesias o déficit hemisensitivos,
y manifestaciones difusas tales como cefalea, disfunciones cognitivas o

anormalidades psiquiatricas.

La frecuencia de afectacion del sistema nervioso en el SS ha sido
objeto de controversia®, no obstante, es importante conocer su presencia ya
que algunas de estas manifestaciones pueden tratarse de forma satisfactoria
con farmacos inmunosupresores. Varios estudios sugieren que entre el 20 y
25% de los pacientes con SS primario tienen manifestaciones clinicas
atribuibles a afectacion del sistema nervioso central, incluyendo éstas
manifestaciones desde demencia o lesiones focales a cuadros que remedan
manifestaciones similares a las de la esclerosis multiple. Por el contrario, otros
grupos han encontrado prevalencias inferiores a la antes citada, siendo de
especial interés la relaciébn entre los hallazgos obtenidos en resonancia
magneética nuclear (afectacidon de la sustancia blanca cerebral) y la propia
enfermedad, ya que en ocasiones es dificil de interpretar dichos hallazgos

como propios de la enfermedad. Otros motivos para la discrepancia existente
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en lo que se refiere a la prevalencia de las manifestaciones neuroldgicas en el
SS podrian ser los diferentes criterios diagnésticos utilizados o el propio

entusiasmo con que se buscan dichas manifestaciones en los enfermos.

Cualquier parte del cerebro o de la medula espinal puede
afectarse, siendo el patron mas frecuente la presencia de episodios
recurrentes multifocales, generalmente separados por largos periodos de
ausencia de manifestaciones, lo cual lleva, en ocasiones, a un déficit

neurolégico de curso progresivo e insidioso.

Generalmente, las lesiones focales desencadenan déficits
motores o sensitivos, clinica comicial o sindromes cerebelosos. Las lesiones
difusas, por el contrario, pueden manifestarse como encefalopatia, meningitis
aséptica o alteraciones psiquiatricas que pueden oscilar desde leves
alteraciones del comportamiento como alteraciones en la memoria o defectos
de concentracion, a franca demencia. Los sindromes depresivos también
parece que son mas frecuentes en los enfermos con SS**%, es mas, aquellos
enfermos con depresion y enfermedad cerebral difusa pueden mostrar lesiones
subcorticales con aumento de intensidad en la resonancia magnética nuclear o
areas de menor flujo cerebral en SPET cerebrales. Estos hallazgos en
diferentes pruebas pueden sugerir que estos procesos cognitivos relacionados

con el SS tengan presumiblemente una naturaleza vasculitica. En lo que se
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refiere a la médula espinal, se pueden producir cuadros de mielitis aguda

transversa o mielopatias degenerativas.

Los cuadros de demencia se caracterizan por deterioro cognitivo
progresivo que llega a ser tan severo que produce un dafo importante en lo
que se refiere al desarrollo de las normales funciones sociales y ocupacionales
del individuo. Esto suele acompararse de cambios en la personalidad junto
con sintomas de deterioro del lenguaje, memoria, calculo, juicio, etc.... El
diagnéstico de demencia debe hacerse con precaucion y las caracteristicas
descritas deben de estar presentes como minimo 6 meses antes del
diagndéstico. Las demencias mas frecuentes son la enfermedad de Alzheimer y
la demencia vascular, siendo su diagndéstico en ocasiones dificil de realizar.
Ninguno de nuestros pacientes fue diagnosticado de forma alguna de
demencia, no obstante, tres de ellos presentaron cuadros de deterioro
cognitivo no filiado con evidencia de dafo cerebral de tipo vascular por
resonancia magnética, en una de ellas fue en la que se detectd al inicio del

estudio la proteina tau como autoantigeno.

2. Proteina tau

El papel patogénico de la proteina tau ha sido descrito, como ya
hemos comentado, en diferentes cuadros de demencia como la enfermedad de

Alzheimer, enfermedad de Pick, pardlisis supranuclear progresiva o
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degeneracion corticobasal. Hasta el momento actual no habia sido descrita en

relacion con el sindrome de Sjégren.

En nuestra serie de enfermos habia 5 pacientes afectos de SS
que habian presentado a lo largo de su evolucion manifestaciones
neurologicas de diferente indole. En el momento actual no se conocen
marcadores para las manifestaciones neuroldgicas del SS, en cambio, en otras
enfermedades como en el lupus eritematoso sistémico determinados
marcadores, como los anticuerpos P antirribosomales, han demostrado cierta
asociacion con los cuadros neuropsiquiatricos tipo psicosis o depresion®®
estando también descritas asociaciones con los anticuerpos antineuronales® y

antiganglésidos® en esta patologia.

En lo que se refiere al liquido cefalorraquideo, su examen en las
manifestaciones neurolégicas de las diferentes enfermedades autoinmunes no
parece aportar especial interés, tampoco se han hallado en él marcadores de
ningun tipo que apoyen el diagnéstico. Sélo la presencia de anticuerpos anti
DNA, complejos autoinmunes e interleuquina 6 se han descrito en pacientes

con manifestaciones neurolégicas en el LES o Sjogren®.

Asi pues, nuestros 5 enfermos con SS y manifestaciones
neurolégicas representan un subtipo de enfermos de especial interés. En el
analisis estadistico no hemos hallado mayor prevalencia de anticuerpos anti-

tau en estos enfermos, pero creemos que es de especial relevancia el hecho
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de que se describa por primera vez la asociacion de la proteina tau con estas
manifestaciones neurolégicas en el SS. Recordemos que fue en una enferma
que presentaba manifestaciones claras de neuroSjégren donde por primera
vez se detectaron dichos anticuerpos y que aunque la asociacién no ha sido
demostrada estadisticamente, quizas esto se pudiera deber al bajo nimero de
enfermos con manifestaciones neuroldgicas (cinco) que han sido testados. De
todos es conocido, del mismo modo, la infrecuencia de las manifestaciones
neurolégicas del SS, por lo que la obtencién de sueros de enfermos en los que
testar estos anticuerpos no resulta facil en nuestro medio y no se ha alcanzado

la potencia estadistica requerida.

Tampoco hemos encontrado relacién de los niveles de proteina
tau con manifestaciones en determinados 6rganos o sistemas y no hemos
constatado, por tanto, especificidad en lo que se refiere a la presencia de los
mismos en manifestaciones hepaticas, endocrinas o pulmonares de la
enfermedad. Si existen autoanticuerpos organoespecificos en otras
enfermedades pero quizas el hecho de que la proteina tau sea una proteina
ubicua en la mayoria de los tejidos humanos dificulte su relacion patogénica

con un determinado érgano o sistema.

Asi pues, dado que tanto en el SS como en otras enfermedades
como la enfermedad de Alzheimer se carece de marcadores bioldgicos de

interés, pudiera parecer especialmente relevante establecer nuevos
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indicadores que permitan determinar la presencia de enfermedad. El
diagnéstico de enfermedad de Alzheimer se puede realizar postmortem
mediante el analisis de tejidos cerebrales y la demostracién de hallazgos
diversos entre los que se cuentan la presencia andmala tanto en cantidad
como en estructura de la proteina tau. No obstante, esta posibilidad
generalmente no existe, ya que la obtencion de tejido cerebral premortem no
suele justificar el fin diagndstico que persigue. A tal efecto, se ha demostrado
la presencia de proteina tau en liquido cefalorraquideo de pacientes con
enfermedad de Alzheimer y que estos niveles son mayores que en otras

condiciones o patologias®?®'.

Por tanto, la existencia o no de marcadores biol6gicos en estas
enfermedades es de relevancia ya que, si éstos existieran, se podrian
identificar causas tratables de demencia, identificar condiciones de
comorbilidad que acompanan a las enfermedades reumaticas, ayudar en el
diagnéstico diferencial y, quizas, permitir la monitorizacion de la progresién de

la enfermedad.

En un reciente estudio®, se ha testado la presencia de proteina
tau en epitelio de mucosa oral obtenido tras cepillado de dicha mucosa.
Utilizando un kit para deteccién de proteina tau en liquido cefalorraquideo, en
este estudio se ha demostrado que esta proteina se halla en mayor cantidad

en epitelio oral de enfermos con Alzheimer en relaciéon a controles, pero no

107



Discusion

hubo relacién en lo que se referia a la severidad de la demencia con los
niveles de dicha proteina. Este hallazgo quizas tenga especial relevancia en lo
que se refiere a los enfermos con SS, ya que aunque la proteina tau es ubicua
en todas las estirpes celulares, la demostracién de que se halla también
alterada en cantidad y estructura en células de mucosa oral podria aclarar algo
mas sobre su presencia en el SS. Asi pues, futuros estudios sobre la presencia
de tau en tejido glandular de enfermos con SS quizas aporten datos de interés

a este respecto.

3. Proteina hHesB

El gen humano y el producto de dicho gen hHesB es, como ya se
ha dicho anteriormente, una proteina no conocida en mamiferos en general
que ha sido descrita por primera vez en nuestro grupo de investigacion. Ha
recibido este nombre porque la comparacion de su secuencia proteica
presenta homologia con muchas proteinas del grupo “HesB”. Estas proteinas
presentan un dominio denominado HesB y parecen estar relacionadas con
procesos conectados con el transporte de electrones tales como la fijacién de
nitrégeno o formacion y reparacion de grupos Fe/S necesarios para gran
cantidad de enzimas mitocondriales y del citoplasma. Tiene un peso molecular
de aproximadamente 15 kDa sin zonas intramembrana o hidrofébicas por lo

que parece que debe ser una proteina soluble con alta movilidad.
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No conocemos, obviamente, de forma exacta, su funcién, por lo
que es dificil hacer interpretaciones en lo que se refiere a su interés en
patologia en la poblacion humana derivada de su ausencia, hiperfunciéon o

bloqueo de anticuerpos dirigidos contra ella.

En nuestro analisis hemos encontrado una relacion estadistica en
que los enfermos presentan niveles inferiores de autoanticuerpos anti-hHesB
en comparacion a los controles. También es de resaltar que los controles
presentan valores con variabilidad y rangos mayores que los sanos. Por lo
cual, parece que en enfermos con SS estos valores tienden, de forma

estadisticamente significativa, a ser inferiores y a agruparse.

Este hecho es de dificil interpretacion y quizas constituya
simplemente un epifenédmeno. Un razonamiento que podria hacerse es que los
anticuerpos anti-hHesB tienen una alta prevalencia en poblacién sana,
representando esto un hallazgo sin relaciéon alguna con patologia de ningun
tipo y que, por un mecanismo no claro, sus valores descienden en enfermos
con SS. También podria explicarse como que los casos presentaban niveles
inferiores de esta proteina por que esta se hallaba disminuida en los enfermos,
hecho improbable, mas aun cuando desconocemos la funciéon exacta que
desempena la proteina en mamiferos. De todas formas, se necesitaran nuevos
estudios en poblaciones mayores para conocer la verdadera interpretacién que

implica la presencia de esta alta frecuencia de positividad de sueros de
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enfermos y sanos ante la proteina hHesB. Del mismo modo, futuros estudios
arrojaran luz a cerca del verdadero papel de esta proteina y los diversos

procesos moleculares que desarrolla en humanos.

4. Autoanticuerpos y enfermedad autoinmune

Si definimos enfermedad autoinmune como la consecuencia de
una respuesta autoinmune, podriamos asumir que esta respuesta viene dada
por la presencia de anticuerpos o células T autoreactivas. En términos
practicos, la demostracion de células T que reaccionen contra antigenos
propios no es facil de demostrar y se halla fuera de las posibilidades de la
mayoria de los laboratorios. Afortunadamente, en ninguna enfermedad
autoinmune se han hallado células autoreactivas en ausencia de
autoanticuerpos, por lo cual, la presencia de estos ultimos constituye el mejor
método que permite determinar de forma indirecta la presencia de una

respuesta autoinmune.

No obstante, tal y como hemos comentado, existen de forma
universal autoanticuerpos de forma fisiolégica en ausencia de una enfermedad
constatable. Los mecanismos por los que esto ocurre también se desconocen
y se sabe que estos anticuerpos se hallan a bajo titulo, tienen poca afinidad
por su antigeno correspondiente y generalmente corresponden a la clase IgM.
Asi pues, para que un determinado autoanticuerpo pueda ser relacionado con

una determinada enfermedad se requiere cierta capacidad de poder emitir un
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razonamiento empirico acerca de su posible papel patogénico. En lo que se
refiere a la proteina tau esta posibilidad podria acometerse de una forma
relativa ya que su papel patogénico ha sido definido en otras enfermedades,
por lo cual, también podria desempenar de forma te6rica un papel
etiopatogénico en el SS. Por el contrario, en lo referente a la proteina hHesB
esta posibilidad es mas remota, el desconocimiento de su verdadero papel
fisioldgico dificulta plantear hipétesis como las referidas para la proteina tau en

lo referente a su relacion con el SS.

También es de mencionar que la mayoria de los autoanticuerpos
no son, probablemente, causa inmediata de la enfermedad. La mayoria se

interpretan como marcadores mas que como agentes patologicos per se.

Otro aspecto a tener en cuenta en lo que se refiere a los
resultados obtenidos en esta tesis es que la presencia de autoanticuerpos no
implica necesariamente enfermedad autoinmune, es decir, el establecimiento
de una enfermedad autoinmune implica informacién adicional que la sustente.
Por tanto, tal y como se indica en la tabla 4 se puede hablar de evidencia
directa, evidencia indirecta o evidencia circunstancial de que los
autoanticuerpos sean responsables de una determinada enfermedad. La
evidencia directa de enfermedad vendria dada si ese anticuerpo autorreactivo
fuera la causa inmediata del dano o la disfuncién que se produce, si se

demuestra la presencia de autoanticuerpos en el tejido dafado (como tal o
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como inmunocomplejos) o si existiera evidencia de que la misma enfermedad
se produce si se transfieren esos anticuerpos a otro animal. Hablariamos de
evidencia indirecta cuando, por ejemplo, se reproduce la enfermedad a estudio
mediante técnicas de inmunizacion experimental como seria inyectar el
antigeno responsable a otro animal o sujeto y ver si se producen las mismas
lesiones. Nos referimos a evidencia circunstancial cuando los anticuerpos a
estudio se encuentran en ausencia de otra causa definible que los justifique.
Este tipo de evidencia es la mas frecuente en lo que se refiere a patologia
humana ya que son pocas las enfermedades en las que se ha constatado una
evidencia directa o indirecta de que los autoanticuerpos son responsables de
una determinada enfermedad. Generalmente los autoanticuerpos como armas
diagndésticas en relacion con una enfermedad concreta derivan mas de una
dependencia estadistica o epidemiolégica que de estos tres tipos de

evidencias que hemos comentado.

En lo referente a nuestros dos autoanticuerpos asociados por
primera vez con el sindrome de Sjégren, evidentemente, no podemos hablar ni
de evidencia directa ni evidencia indirecta. Su asociaciéon con el SS seria de
base experimental, estadistica en el caso de hHesB y por la mera presencia de

autoanticuerpos en el caso de tau.
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1. Evidencia directa
A. Mediada por autoanticuerpos
1. Autoanticuerpos circulantes
destruccion o secuestro de la célula diana
interaccién con receptor
interaccién con hormonas o enzimas
2. Autoanticuerpos localizados
demostracion de autoAc o
inmunocomplejos en lugar lesion
reproduccion de lesiones por eluidos de
inmunoglobulinas
3. Inmunocomplejos localizados en el lugar de la lesion
4. Reproduccién de la enfermedad por transferencia pasiva
materno-fetal
transferencia a animales de experimentacion
demostracion in vitro de dano de células diana
B. Mediada por células
1. Proliferacion de células T in vitro en respuesta a autoantigenos
2. Transferencia de células T a ratones inmunodeficientes
3. Citotoxicidad in vitro de células T expuestas a células diana
2. Evidencia indirecta
A. Reproduccién de una enf. autoinmune por inmunizacién experimental.
B. Reproduccion de una enf. autoinmune por redes idiotipicas.
C. Modelos espontaneos en animales de experimentacion.
D. Modelos animales producidos por disregulacion del sistema inmune
3. Evidencia experimental
A. Presencia de autoanticuerpos
B. Asociacion con otras enfermedades autoinmunes
C. Asociacion con haplotipos CMH
D. Infiltracién linfocitica de 6rganos diana
E. Respuesta favorable a la inmunosupresion

Tabla 4. Criterios de enfermedad autoinmune

5. Epilogo

El sindrome de Sjégren es una enfermedad autoinmune frecuente
en nuestro medio y con una alta morbilidad por las limitaciones a las que
puede llevar a lo largo de su evolucion. Como el resto de las enfermedades
autoinmunes, desconocemos muchos aspectos referentes a su etiologia y

mecanismos de produccion, mas si cabe en lo que tiene que ver con sus
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mecanismos moleculares de produccién. Esta tesis doctoral intenta proyectar
algo de luz en estos aspectos y en lo referente a sus manifestaciones
neuroldgicas, pretendiéndose del mismo modo, asociar la presencia de nuevos

autoanticuerpos como marcadores de esta enfermedad.

Esta tesis es so6lo un intento inicial de comprender mas profundamente
esta enfermedad que apasiona a la mayoria de los reumatélogos y que supone

todo un reto en la labor diaria que desempefiamos con nuestros pacientes.
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Conclusiones

1. Hemos llevado a cabo muestreos seriados de una
genoteca de expresiéon de cerebro humano utilizando como sonda sueros
de pacientes afectos de sindrome de Sjogren y hemos clonado los cDNAs
que codifican las siguientes proteinas que se comportan como
autoantigenos: La, autoantigeno relacionado con el sindrome de Sjégren;
proteina PDC E2 vinculada con la cirrosis biliar primaria; rRNA 28s ya
ligada al lupus eritematoso sistémico; proteina tau, relacionada con
determinadas enfermedades neurodegenerativas; proteina WAVE,
descrita en el sindrome de Wiskott-Aldrich; proteina NA-14 asociada por
primera vez con el Sindrome de Sjogren recientemente y la proteina
hHesB. De ellas, La, PDC E2 y rRNA 28s eran ya conocidas como
autoantigenos de esta enfermedad, y las restantes, WAVE, NA-14, tau y

hHesB han sido descritas durante el desarrollo de esta linea de trabajo.

2. De los cDNAs que codifican las proteinas anteriormente citadas
hemos seleccionado los correspondientes a las proteinas tau y hHesB
para ser expresados como péptidos utilizando pRSET como vector de
expresion en la cepa BL21 D3 plys S de Escherichia coli. Asi hemos
obtenido los péptidos de tau y hHesB, 129 aminoacidos y 15,5 kDa, y 208
aminoacidos y 17 kDa respectivamente. Dichos péptidos han sido
utilizados como blancos (dianas) en la valoracibn de su caracter
antigénico contra sueros de pacientes que padecen sindrome de Sjégren

y sujetos control.

116



Conclusiones

3. Hemos encontrado un caracter prevalente de la proteina tau y
hHesB como autoantigenos tanto en la poblacion control como en la

formada por pacientes afectos de sindrome de Sjégren.

4. Hemos encontrado un agrupamiento con una correlacién
estadisticamente significativa (p<0,002) entre el nivel de anticuerpos
contra la proteina hHesB en los enfermos con sindrome de Sjégren con

respecto al grupo de controles.

5. Los pacientes afectos de sindrome de Sjogren presentan unos
niveles de anticuerpos contra las proteinas tau y hHesB no
significativamente diferentes del grupo de controles, sin embargo, y dado
el caracter prevalente de este antigeno dicha asociacidon podria no
haberse hallado dado el reducido nimero de pacientes estudiados y

porque la potencia estadistica deseada no ha podido ser conseguida.

6. La presencia de autoanticuerpos en las enfermedades reumaticas
estd sujeta a debate dado que no estan claras sus implicaciones
fisiopatolégicas, modo de aparicién asi como si simplemente constituyen
un epifendbmeno; no obstante su utilidad clinica en el diagnostico y

clasificacion las hace insuperables en el estudio de estas enfermedades.
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