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Bisqueda de nuevos autoantigenos en el sindrome de Sjogren
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Objetivo: Determinar la existencia de nuevos
autoantigenos en el sindrome de Sjogren (SS) asi como
estudiar la prevalencia de éstos en pacientes y poblacién
sana.

Material y métodos: Se procedié a realizar un muestreo
con el suero de una enferma afectada de SS mediante la
utilizacién de una genoteca de cerebro humano (técnica
SEREX). Se determiné que este suero expresaba
autoantigenos ya conocidos y proteinas no descritas
previamente, y también se confirmé la presencia de una
proteina desconocida hasta ahora. De entre ellas, se
selecciond a esta tltima (hlscA) y a la proteina Tau
(hallada en el muestreo) para ser transformadas en sendos
plasmidos de expresién para conseguir su sintesis
recombinante.

Resultados: Mediante técnica de inmunotransferencia se
test6 la existencia de anticuerpos anti-Tau y anti-hlscA
en 19 pacientes y 20 sujetos sanos. No se encontré
diferencia estadisticamente significativa entre pacientes y
controles en la expresién de anticuerpos anti-Tau y se
hallé que los pacientes expresaban, de forma significativa,
valores inferiores de anticuerpos anti-hIscA.

Conclusién: Se ha identificado a las proteinas Tau y hlscA
como nuevos autoantigenos en el SS. Se ha hallado que
los pacientes con SS expresan valores inferiores de
anticuerpos anti-hIscA en comparacién con controles y,
aunque no se ha encontrado ninguna diferencia entre
sanos y enfermos en relacién con la presencia de
anticuerpos anti-T'au, ésta es la primera vez en

que anticuerpos contra esta proteina se han detectado en

el SS.
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The search for new autoantigens in Sjogren’s
syndrome

Objective: To identify new autoantigens related to
Sjégren’s syndrome and to determine their prevalence in
patients and healthy individuals.

Material and methods: Serological sampling was
performed in a patient with Sjégren’s syndrome through
the use of a human brain expression genotec (SEREX
technique) to determine expression of known
autoantigens and previously undescribed proteins. The
presence of a previously unknown protein was found.
Several proteins were obtained and two were selected to
be studied (a human protein called Tau and an unknown
protein described by our group and named hlscA). Both
Tau and hlIscA ¢cDNA were transformed into an
expression plasmid to obtain their recombinant proteins.
Results: Using a Western-blot technique we investigated
the presence of anti-Tau and anti-hlscA autoantibodies
in the sera of 19 patients with Sjégren’s syndrome and in
the sera of 20 controls. No statistically significant
differences were found in the expression of anti-Tau
antibodies between patients with Sjégren’s syndrome and
controls but values of anti-hlscA autoantibodies were
significantly lower in patients with Sjogren’s syndrome.
Conclusion: We identified Tau and hlscA proteins as new
autoantigens in Sjogren’s syndrome. Anti-hlscA antibody
values were significantly lower in patients with Sjogren’s
syndrome than in healthy controls. Although no
statistically significant differences in values of anti-Tau
antibodies were found between Sjogren’s syndrome
patients and controls, this is the first time antibodies
against this protein have been detected in Sjogren’s

syndrome.

Key words: Sjogren’s syndrome. Autoantigens. Autoan-
tibodies. Autoimmunity.

Introduccion
La primera descripcion del sindrome de Sjdgren (SS) se

atribuye a Johann Mikulicz, quien en 1888 describié el
caso de un varén de 42 afios con tumefaccién bilateral
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ATG TCG GCTTCC TTA GTC CGG GCA ACT GTC CGG GCT GTG AGC AAG
AGG AAG CTG CAG CCCACC CGG GCAGCC CTCACC CTGACA CCTTCA
GCA GTA AAC AAG ATA AAACAA CTTCTT AAA GAT AAG CCT GAG CAT
GTAGGT GTA AAA GTT GGT GTC CGA ACC AGG GGC TGT AAT GGC CTT
TCT TAT ACT CTA GAA TAT ACA AAG ACA AAAGGA GAT TCT GAT GAA
GAAGTT ATT CAAGAT GGAGTC AGA GTA TTC ATC GAA AAG AAAGCA
CAG CTA ACA CTTTTA GGA ACA GAA ATG GAC TAT GTT GAA GAC AAA
TTA TCCAGT GAGTTT GTG TTC AAT AAC CCA AAC ATC AAA GGG ACT
TGT GGCTGT GGA GAA AGC TTT AAT ATTTGA

Figura 1. cDNA de hliscA.

de parétidas y glindulas lacrimales asociado a la presen-
cia en estos tejidos de infiltrados de células pequeiias.
Aunque posteriormente hubo otras citas, no fue hasta
1933 que un oftalmélogo danés, Henrik Sjogren, des-
cribi6 con detalle las caracteristicas clinicas e histolégi-
cas de 19 mujeres, 13 probablemente con artritis reu-
matoide, con sequedad bucal y ocular’.

Es mucho lo que sugiere un origen autoinmunitario del
SS, ya que, al igual que en otras enfermedades autoin-
munitarias hay caracteristicas tales como predominio en
el sexo femenino, relacién con determinados HLA, aso-
ciacién familiar, produccién de autoanticuerpos y mani-
festaciones clinicas comunes como artritis, sindrome de
Raynaud, serositis... Del mismo modo, la presencia de
autoanticuerpos, concretamente, anti-Ro/SSA y anti-
La/SSB, pero también de otros, sugieren esta patogenia
autoinmunitaria.

Dado que Ro y La también se han encontrado en otras
enfermedades del tejido conectivo, se han intentado iden-
tificar autoanticuerpos especificos del SS (una posibilidad
serfan los anticuerpos contra alfa-fodrin? o anticuerpos
antirreceptor de acetilcolina®). Debido a la importancia de
estos autoanticuerpos en el diagndstico y entendimiento
de esta enfermedad, el objetivo de nuestro trabajo ha sido
ahondar en la caracterizacién e identificacién de nuevos
autoanticuerpos/autoantigenos®® en enfermos con SS, ha-
ciendo especial hincapié en los que pudieran estar relacio-
nados con manifestaciones extraglandulares concretas, asi
como determinar la prevalencia de estos nuevos autoanti-
cuerpos en enfermos y poblacién sana.

Material y métodos

Obtencion del suero problema

Seobtuvo suero de una mujer de 60 afios diagnosticada
hacia 8 afios de SS. Habia presentado xerostomia y xe-

roftalmia desde el inicio de la enfermedad y cumplia los
Criterios Europeos® para el diagnéstico de SS con posi-
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tividad para anticuerpos anti-La y anti-Ro, asi como
para factor reumatoide y biopsia de glindula salivar
compatible con SS. Durante la evolucién de su enferme-
dad habia mostrado tiroiditis autoinmunitaria, anemia
hemolitica y cuadro parkinsoniano junto con deterioro
cognitivo, y en pruebas de imagen (resonancia magnéti-
ca) se objetivé hiperintensidad en sustancia blanca de
ambos centros semiovales y coronas radiatas especial-
mente en I6bulos frontales en relacién con dreas de glio-
sis de probable origen isquémico. La paciente fue diag-
nosticada de SS7 con manifestacion neuroldgica y sigue
en control por nuestro servicio. Por tanto, se trataba de
una enferma con SS y con asociaciones inusuales a éste a
la que se escogié presumiendo que su suero seria el ideal
para el estudio de nuevos autoantigenos.

Obtencion de clones e identificacion de proteinas

Para la identificacién de nuevos autoantigenos se utiliz6 el
método SEREX (serological identification of antigens by re-
combinant expression cloning). Este método consiste bési-
camente en un cribado con librerfas de expresién de
cADN (libreria de expresion de cerebro humano, Clon-
tech, CA, USA) con el suero escogido (diluido a una con-
centracién final de 1:2000 en TBS, 0,05% Tween 20°, 3%
suero de albumina bovina y 0,01% écido sédico) para la
obtencién de clones y su posterior identificacion®. Se pro-
cedi6 a la secuenciacién de los clones obtenidos mediante
el envio de estos a Sistemas Genémicos (Valencia, Espa-
fia) después de su preparacién mediante 4i#s Qiapren si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Se comparé las
secuencias obtenidas con las secuencias conocidas de
ADN publicadas en los bancos de datos, a los que se ac-
cedié por los programas NCBI-BLAST para identifica-
cién de proteinas (la figura 1 muestra cADN de hlscA).

Asi pues, se identificaron en primer lugar una proteina
como autoantigeno ya conocida: proteina Tau; y otra
desconocida, cuya caracterizacién se desarrolla en otra
publicacién de nuestro grupo de investigacion’, a la que
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TABLA 1. Andlisis de las secuencias de ADN obtenidas
en el muestreo

Autoantigenos conocidos Relacionado con

La Sindrome de Sjogren

NA-14 (nuclear antigen 14 kD) Sindrome de Sjogren

rRNA 28s Lupus eritematoso sistémico
CENP-B Esclerodermia

PDC-E2 Cirrosis biliar primaria

Proteina conocida, pero autoantigeno desconocido
Proteina Tau Enfermedades
neurodegenerativas

Proteina WAVE Sindrome de Wiskott-Aldrich

Proteina desconocida
ADN homélogo a una zona del cromosoma 19 humano (proteina
hiscA)

se denominé hlscA. No obstante, también se obtuvieron
otros clones, dentro de los cuales se hallaban proteinas
conocidas y asociadas al SS y proteinas conocidas pero
no asociadas al SS (tabla 1). Entre las ya relacionadas
con el SS se encontré que el suero problema expresaba
proteina La/SS-B, implicada en la transcripcion de la
ARN-polimerasa III; proteina NA-14, proteina nuclear
identificada recientemente; PDC-E2 (dihidrolipoamida
acetil transferasa), proteina de 70 kDa componente E2
del complejo de la piruvato deshidrogenasa relacionada
con la cirrosis biliar primaria; autoantigeno del centré-
mero CENP-B relacionada con la esclerosis sistémica, y
macromolécula no proteica rARN 28s relacionada con
el lupus eritematoso sistémico. Entre las no relacionadas
previamente con el SS figuran: proteina Tau, proteina
WAVE (relacionada en el mantenimiento de la estruc-
tura del citoesqueleto celular implicada en la patogenia

del sindrome de Wiskott-Aldrich) y proteina hIscA.

Obtencién de proteinas recombinantes

Se escogieron las proteinas Tau (por su importante pa-
pel en enfermedades neurodegenerativas) y la proteina
hlscA (proteina no conocida hasta el momento actual en
humanos) para determinar su relacién con el SS, por lo
que los insertos de ambas fueron (segin estudio median-
te el programa OMIGA) insertados en sendos plasmi-
dos pRSET B. Posteriormente, estos plasmidos fueron
transformados para su induccién proteica en bacterias
BIL.21 (DE3) plys § mediante columnas de niquel de afi-
nidad o electroelucién con la obtencién de sendos poli-
péptidos de 17 y 15 kD, respectivamente (fig. 2).

Pacientes
Se obtuvo suero de 19 enfermos con SS, que fueron ce-
didos por el Servicio de Reumatologia del Hospital

Universitario de Canarias segin normativa vigente al
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<4 |5 kDa

B

Figura 2. La proteina recombinante de hiscA es reconocida por el sue-
ro problema (B), pero no en uno de los controles (A). C muestra un ex-
tracto de 200 ng de la proteina en una eletroforesis 15% SDS-PAGE.

TABLA 2. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los 19
pacientes con sindrome de Sjogren utilizados en el muestreo

Caracteristicas clinicas

Edad al diagnéstico 39,1 afios
Afectacion neuroldgica 5 (26%)
Manifestaciones tiroideas 4 (21%)
Anemia hemolitica autoinmunitaria 3 (15%)

Neumopatia intersticial 1(5%)
Cirrosis biliar primaria/hepatitis autoinmunitaria 2 (10%)

Caracteristicas de laboratorio

Factor reumatoide 12 (63%)
Anticuerpos anti-Ro 10 (52%)
Anticuerpos anti-La 11 (57%)
Anticuerpos antimitocondriales 2 (10%)

respecto. Estos 19 sueros se escogieron entre enfermos
con SS con manifestaciones inusuales de la enfermedad;
se presumié que éstos podrian expresar nuevos autoan-
ticuerpos. De la misma forma, 20 sueros de donantes
sanos del Banco de Sangre del mismo hospital se utili-
zaron como grupo control. Las caracteristicas clinicas y
de laboratorio de los pacientes se resumen en la tabla 2.
Cinco pacientes presentaron afectaciéon neuroldgica a lo
largo de la evolucién de su enfermedad. Una de ellas en
forma de cuadro parkinsoniano'®'? y deterioro cogniti-
vo con resonancia magnética patolégica. En el segundo
caso, la paciente present6 un episodio deficitario con
imagen radiolégica por tomografia computarizada tam-
bién patoldgica; llamé la atencién la ausencia de otros
factores de riesgo para presentar un ictus isquémico, por
lo cual, el cuadro se interpreté en relacién con SS. La
tercera paciente también desarrollé6 un cuadro de dete-
rioro cognitivo asociado al SS. La cuarta y quinta pa-
cientes con manifestaciones neurolégicas presentaron
clinica referida al sistema nervioso periférico: neuropa-
tia del trigémino y parélisis facial. En lo que se refiere a
caracteristicas clinicas de otro tipo, 4 pacientes (21%)
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Figura 3. Valores de anti-Tau (izquierda) y anti-hiscA (derecha) medidos segtin bandas de inmunotransferencia en unidades de densidad 6p-

tica para enfermos y controles.

tenfan manifestaciones tiroideas, las 4 en relacién con
hipotiroidismo y tiroiditis autoinmunitaria. Tres pa-
cientes tuvieron manifestaciones hematolégicas mayo-
res, las 3 del tipo de anemia hemolitica autoinmunita-
ria. Una sola paciente desarroll6 afeccién pulmonar en
forma de neumopatia intersticial difusa. Dos pacientes
desarrollaron afeccién hepitica, una de ellas en forma
de cirrosis biliar primaria y la otra como hepatitis au-
toinmunitaria. Los datos analiticos mostraron: 12 (63%)
pacientes presentaron factor reumatoide positivo, y 10
(52%) y 11 (57%) pacientes fueron positivos para anti-
Ro y anti-La, respectivamente. Dos pacientes expresa-
ron positividad para anticuerpos antimitocondriales,
una fue la mencionada que presentaba una cirrosis biliar
primaria y en otro caso fue sin enfermedad hepitica co-
nocida.

Cribado de los sueros de enfermos con SS
y controles

Se procedié a enfrentar, mediante técnica de inmuno-
transferencia, las proteinas obtenidas con los sueros de
enfermos y controles para determinar la presencia de
anticuerpos frente a ambas. Las bandas obtenidas en
inmunotransferencia se analizaron segin el programa
NIH Scion Image expresando la intensidad de las ban-
das como unidades de densidad éptica. Para Tau los
anticuerpos primarios (sueros de los pacientes) se usa-
ron a 1:1.000 y el secundario a 1:60.000, para hlscA se
utilizaron a 1:2.000 y 1:60.000, respectivamente.
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Analisis estadistico

La hipétesis nula del estudio se determiné como la au-
sencia de diferencias entre los pacientes y controles en
lo que se refiere a los valores de anticuerpos contra las
proteinas estudiadas. Para el andlisis estadistico se utili-
z6 el programa SPSS utilizando la prueba de Mann-
Whitney y otros estadisticos adecuados para cada anali-
sis. Los valores extremos fueron depurados de la sdbana
de datos promedio al andlisis estadistico con la sustitu-
cién de estos valores por el valor correspondiente a la
media mis 2,5 desviaciones estindar.

Resultados

En lo que se refiere a la proteina Tau, nuestras 19 en-
fermas no han demostrado una diferencia estadistica-
mente significativa en lo que se refiere a la presencia de
anticuerpos anti-Tau (p = 0,65). Del mismo modo,
tampoco se ha encontrado que en los enfermos con ma-
nifestaciones neuroldgicas sea estadisticamente mds fre-
cuente la presencia de estos anticuerpos (p = 0,75).
Igualmente, ninguna manifestacién clinica (enfermedad
hematolégica, tiroidea, pulmonar o hepitica) o analitica
(presencia de factor reumatoide, anti-Ro o anti-La) se
correlacioné con la presencia o ausencia de anticuerpos
anti-Tau (fig. 3).

Los datos referentes a la proteina hlscA testada en en-
fermos y controles mostraron que los enfermos con SS
expresaban valores estadisticamente diferentes de los
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controles, y los valores de anti-hlscA eran significativa-
mente inferiores en enfermos en comparacién a sanos
(p = 0,002). Tampoco en este caso, los valores de hlscA
mostraron asociacién a la presencia de enfermedad neu-
rolégica, tiroidea, hematoldgica o hepitica o a la pre-
sencia o ausencia de anticuerpos anti-Ro, anti-La o fac-
tor reumatoide.

Discusion
Proteina Tau

La proteina Tau es una proteina asociada a microtibu-
los que participa en el ciclo de asociacién-disociacién de
éstos y ayuda a conferirles dinamismo. En algunas en-
fermedades neurodegenerativas esta proteina forma ovi-
llos neurofibrilares que se componen de filamentos he-
licoidales apareados que no son otra cosa que polimeros
de Tau en una forma modificada. La patologia de Tau
se ha correlacionado con su fosforilacién anémala, la
pérdida de su capacidad de unién a microtibulos y la
formacién de ovillos neurofibrilares™'* en un grupo de
enfermedades, aparte de la enfermedad de Alzheimer,
conocidas actualmente como “taupatias” (pardlisis su-
pranuclear progresiva, enfermedad de Pick, degenera-
cién corticobasal y demencia frontotemporal con Par-
kinson unida al cromosoma 17%). Hasta el momento
actual la proteina Tau no se habia relacionado con el SS
ni se habia descrito como autoantigeno.

En nuestra serie de enfermos habia 5 pacientes con SS
que habfan presentado a lo largo de su evolucién mani-
festaciones neurolégicas de diferente indole. En este
momento no se conocen marcadores para las manifesta-
ciones neuroldgicas del SS, en cambio, en otras enfer-
medades como en el lupus eritematoso sistémico de
terminados marcadores, como los anticuerpos P antirri-
bosomales, han demostrado cierta asociacién a los cua-
dros neuropsiquidtricos tipo psicosis o depresion'®?, y
también se han descrito asociaciones a los anticuerpos
antineuronales' y antigangldsidos'® en esta afeccion.
Asi pues, nuestros 5 enfermos con SS y manifestaciones
neurolégicas representan un subtipo de enfermos de es-
pecial interés. En el andlisis estadistico no se hallé ma-
yor prevalencia de anticuerpos anti-Tau en estos enfer-
mos, pero creemos que es de especial relevancia el hecho
de que se describa por primera vez la presencia anticuer-
pos contra la proteina Tau en enfermos con SS. Recor-
demos que fue en una enferma que presentaba manifes-
taciones claras de SS con manifestaciones neurolégicas
en quien por primera vez se detectaron estos anticuerpos
y que aunque la asociacién no se ha demostrado estadis-
ticamente, quizd esto se deba al escaso nimero de enfer-
mos con manifestaciones neuroldgicas (5) que se han
testado. Por todos es conocido, del mismo modo, la in-
frecuencia de estas manifestaciones, por lo que la obten-
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cién de sueros de enfermos en los que testar estos anti-
cuerpos no resulta ficil en nuestro medio y no se ha al-
canzado la potencia estadistica requerida.

Proteina hlscA

La segunda proteina estudiada ha sido hlscA, proteina
no conocida en mamiferos hasta el momento actual y
cuya identificacion se describe en otro trabajo’. Esta
proteina inicialmente se denominé hlscA (human IscA)
por su homologia con otras proteinas bacterianas vincu-
ladas con la formacién y reparacién de grupos o clusters
hierro-azufre. No se conoce, obviamente, de forma
exacta, su funcién, por lo que es dificil hacer interpreta-
ciones en lo que se refiere a su interés en las afecciones
humanas.

En nuestro andlisis se ha encontrado que los enfermos
presentan valores inferiores de autoanticuerpos anti-
hlscA en comparacién a los controles. Este hecho es de
dificil interpretacién. Un razonamiento que podria con-
cebirse es que los anticuerpos anti-hlscA tienen una
alta prevalencia en poblacién sana; esto representa un
hallazgo sin relacién alguna con patologia de ningin
tipo y que, por un mecanismo no claro, sus valores des-
cienden en enfermos con SS. Se necesitardn nuevos es-
tudios en poblaciones mayores para conocer la verdade-
ra interpretacién que implica la presencia de esta alta
frecuencia de positividad de sueros de enfermos y sanos
ante la proteina hlscA. Del mismo modo, futuros estu-
dios deberan arrojar luz acerca del verdadero papel de
esta proteina y los diversos procesos moleculares que
desarrolla en humanos.

Autoanticuerpos

Se sabe que 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 encuentran en titulos bajos, tienen poca afinidad por
su antigeno correspondiente y generalmente correspon-
den a la clase IgM. Asi pues, para que un determinado
autoanticuerpo pueda ser relacionado con una determi-
nada enfermedad se requiere cierta capacidad de poder
emitir un 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 se ha definido en otras en-
termedades, por lo cual, también podria desempefiar de
forma tedrica un papel etiopatogénico en el SS. Por el
contrario, en lo referente a la proteina hlscA esta posi-
bilidad es mds remota, el desconocimiento de su verda-
dero papel fisiolégico dificulta plantear hipétesis como
las referidas para la proteina Tau en lo referente a su re-
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lacién con el SS. También se debe mencionar que la
mayoria de los autoanticuerpos no son, probablemente,
causa inmediata de la enfermedad. La mayoria se inter-
preta como marcadores mds que como agentes patolé-
gicos per se'y generalmente los autoanticuerpos como
armas diagndsticas en relacién con una enfermedad
concreta derivan de una dependencia estadistica o epi-
demiolégica.

Por tanto, la presencia de autoanticuerpos en las enfer-
medades reumiticas estd sujeta a debate dado que no
estin claras sus implicaciones fisiopatolégicas, modo de
aparicién asi como si simplemente constituyen un epi-
fenémeno; no obstante, su utilidad clinica en el diag-
néstico y la clasificacién las hace insuperables en el es-
tudio de estas enfermedades.

Este trabajo pone de manifiesto la presencia de multi-
ples autoanticuerpos expresados en el suero problema
de una paciente con SS y ha tratado de buscar nuevas
dianas en este sentido. Hemos encontrado varios auto-
anticuerpos ya conocidos y otros descritos por primera
vez —contra las proteinas Tau y hlscA (proteina no co-
nocida hasta la actualidad)— cuya implicacién en el SS
debera estudiarse y confirmarse.
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