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Resumen the development of technique to identified this

_— - . antibodies.
Durante la practica médica en reumatologia y en

otras areas de la medicina con frecuencia se busca Key words: History, Antinuclear Antibodies,
identificar anticuerpos dirigidos contra algunos com- Autoinmune diseases.
ponentes antigénicos nucleares. Estos anticuerpos se . . D .
. La inmunologia se inici6 como una rama de la mi-
han relacionado con algunas enfermedades y con el : . - S
crobiologia y su crecimiento inicial siempre estuvo re-

tipo de alteraciones que ellas presentan. Las técnicasI ionad | estudio de | f dades infecci
empleadas para identificar estos anticuerpos han ido aflona 0 cotn ed els udio de asten ermet adesin ecuosss
variando y mejorando a medida que se amplia el co- ¥ '@ 'éSPUESta del CUErpo a eslos agentes agresores. Los

nocimiento en ellos. Presentamos los aspectos hist6€ONCePLos de contagio y el origen de la teoria de las

ricos més importantes que se dieron en el desarrollo €nfermedades se le atribuyen a Girolamo Fracastoro,
de las técnicas para identificar estos anticuerpos. ~ Un colaborador de Copérnico en la Universidad de
Padua, quien escribié en 1546 que “el contagio es una
infeccién que pasa de uno a los otros”, al parecer tam-
bién es quien describe la sifilis como originaria de
Abstract Europa y no de AmériéaAsi de esta manera la inmu-
During the medical practice in rheumatology and nologia nace de la microbiologia, del_concepto de va-
in other medical areas is frequent to look for CUn& de Jenner y con una dep_endencu_;l de la tec_nt_)logla
antibodies against some nuclear antigenic compo- COMO fueron los lentes y los microscopios que originan
nents. These antibodies have been related with somd0s descubrimientos de los diferentes microorganismos
diseases and with some alterations found in it. The en la segunda mitad del siglo XIX y el impulso de los
technique used to identify these antibodies have beengrandes cientificos inmunologos de finales de este si-
changed and improved along with the better glo como Pasteur, Koch, Metschnikoff y Ehrlich.
knowledge about it. We present and exhaustive
review about the most important historic aspect in

Palabras clave: Historia, Anticuerpos Antinu-
cleares, Enfermedades autoinmunes.

La palabra inmunidad procede del término latino
immunitas(exencion, privilegio), que generalmente se
utilizé en el sentido politico - juridico (inmunidad poli-
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Robert Koch en 1890, las precipitinas por Rudolf

Kraug °en 1897, la teoria de las cadenas laterales y _ N
“horror autotoxicus” por Paul Ehrliéts- 7 en 1898, los

opsoninas por Almoth E. Wrigt¥ en 1903, la anafi-

laxia por Charles R. Richet y Paul J. Pottfeen 1902; \

la enfermedad del suero por Clemens P. Von Pirque
Bela Schick'° y la alergia por Clement Von Pirquet er
19072 viajan a la unién americana, especificamente
Nueva York, donde organizan el laboratorio de inmun:t
logia del Monte Sinai.

Estos ultimos estudios sugieren que a finales del
glo XIX e inicios del siglo XX la inmunologia tuvo un
auge importante, pues en ellos y durante este peric
empez0 a utilizarse un nuevo glosario, con términi
tales como “antigeno”, “anticuerpos”, “aglutininas”
“precipitinas”, “sensibilizacién” y “opsonizacion”. Con
los nuevos descubrimientos inmunoldgicos de prin
pios del siglo XX como la anafilaxia, la hipersensibili
dad y la serologia, para la sifilis por Wasserman, $8,,ra 1. Malcolm Hargraves, quien describe las
describen una serie de descubrimientos relacionados ¢@i),/as [ E en 1948
la inmunologia; surge la figura de Paul Ehrlich (1854-

1915), quien estudiando los mecanismos de la neutrgfitensa investigacion citolégica en el area de la

zacion de las toxinas a través del suero inmune, en 18%natopoyesis que coincide con el interés de la Clinica

plantea la teoria de las cadenas laterales para expliga g en implementar la técnica de biopsia de la médu-
la aparicion de los anticuerpos en la circulacién. Ehrli

qQ Osea y en desarrollar la clinica de lupus por O’Leary,

cons[dero que las cel_ul_as capaces de formar ant'cuer%%%ckerman, Madden y Montgomery: este ambiente
poseian en la superficie de la membrana cadenas Iq:éte

o . af?ermitié a Malcolm Hargrave&s?'? (Figura 1), ro-
rales especificas receptoras para los antigenos, de

oo . - deado de interés por el conocimiento del lupus, descri-
manera gue fue él quien esbozo el embrion del concep-

to de receptor: también propuso que la unién d r el fenébmeno L. E., constituyéndose en la primera

antigeno a las cadenas laterales provocaba la sint§¥/dencia de reactividad antinuclear. Posteriormente, el
de nuevas cadenas laterales, las cuales se liberabal'&f0 Hargfavéé describiria el factor sérico (que en
el suero en forma de anticuerpos. Igualmente expd%lofuturo serian Io_s anticuerpos antl_celulas) al |_ncyb§1r
que la especiﬁcidad de la reaccién de an“’geno y arﬂhasma de un paCIente con IUpUS eritematoso sistémico
cuerpo era la llave para que se abriera la compuedgido en un material tomado de la médula 6sea de un
permitiendo la liberacién de anticuerpos, y pens6 g&&fermo sin lupus, a la temperatura corporal y las pre-
esta reaccion era de naturaleza quimica, por lo cual figFaciones concentradas, logrando observar asi no solo
criticado por Bordet quien pensaba que la reaccion daa células L. E., sino también el resto del fenémeno L.
de tipo coloide y por otros investigadores de la époda, De esta manera se inici6 el conocimiento de los
como Gruber, Arrhenius y MadseiDe todas maneras anticuerpos antinuclearés?
¢ con§|dera a E,hr“;h como el primer |r_1vest|gador aue e, 1932, Louis Gross 4 patdlogo del Monte Sinai
planted una hipotesis sobre la existencia de receptores Nueva York, habfa observado los cuerpos de
especificos sobre células inmunocompetentes y en ha- . . = .

matoxilina a nivel de los tejidos cardiacos en los casos

ber postulado, a comienzos del siglo XX, la teoria d ! .
“hor?or autotoxicus” para explicargia autorreactivida escr!tqs por Libman y _S_acks en 1923 y 192.4 cuando
y la autoinmunidad. descrlble_ron Iz_;l end_ocardltls verrugosa en el mismo cen-
tro hospitalario; Ginzler y FaX plantearon el origen
Entre 1920 y 1947 ocurrié un “silencio inmunoldnyclear de los cuerpos de hematoxilina en los ganglios
gico”, y solo a finales de la década de 1940, periodo gigaticos de los pacientes con lupus. Klemperer y cols,
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coloraciones supravitales, observaron con microscopio
de luz que los nucleos de los polimorfonucleares pri-

mero se hinchaban y luego se producia la disolucion de
la cromatina, con una conversion del ndcleo a una masa

Figura 2. Articulo original de Klemperer y cols Pu- @morfa. Zimmer en compafiia de Hargraves reemplaza
blicado en abril de 1949 donde se demuestra la médula 6sea por el buffy coat” de sangre periférica
que los cuerpos de hematoxilina estaban compues- para documentar el fenomeno L%E
tos por acidos desoxirribonucleicos?. En 1950 y 1951 varios grupos, entre ellos los de
Haserick” %, Barne®, Gonye&, Eppe¥’ y Lee®, de-
mostraron que el factor sérico estaba en el suero de pa-
en 1950 (Figura 2) siendo este investigador jefe del di#entes con lupus, y tanto Eppekee®y Sukst&, con
partamento de patologia del Monte Sinai, describen s equipos de profesionales, como Cofldgmos-
cuerpos de hematoxilina en diferentes tejidos provenidraron ademas la presencia del factor en el plasma de
tes de autopsias de pacientes con lupus eritemattgpacientes con lupus. El siguiente paso, con las téc-
sistémico y plantea la hipétesis que las células L. E. &cas inmunologicas disponibles, como la electroforesis
tan directamente relacionadas con la enferniédaigr  de proteinas, la cromatografia por intercambio i6nico y
servacion confirmada posteriormente en diversos centtdglltracentrifugacion, fue el de probar que el factor de
de la unién americana y Europa. las células era una gamaglobulina conocida como IgG.

_ _ Este hallazgo fue demostrado simultdneamente por va-
En 1950 John R. Haserick (Figura 3), en la Clevelarpfis grupos en el mundo, como los de Hasétiek

Clinic, induce el fenédmeno L. E. a nivel experimentad:omeyao Fallet! Berma®. Willkens® Godma@® 3
al utilizar médula 6sea de pacientes no IGpicos con syege s ’y Lee® Las propiédades fisicas del factor sé-
ro de pacientes |upicos y de esta manera propone g | E. eran similares a las de las gamaglobulinas

este factor es una globulina. En presencia del facigsrmales, como bien lo documenta Hargrayes
sérico, o globulina de acuerdo con Haserick y'€08  Hagericke 20y |ee?,

19,20 |os nucleos de las células susceptibles sufrian una i
alteracion peculiar y eran posteriormente fagocitados Desde 1949 hasta 1951 se demostro que el suero de
por los polimorfonucleares, al inducir la formacién d@acientes con lupus era capaz de inducir:

rosetascon los leucocitos y la formacion de células L. 1. Alteraciones caracteristicas en las célmasitro.

E., ademas el factor L. E. desaparece de la sangre du-
rante la remision y reaparece durante la recidiva de los

pacientes con lupus eritematoso sistémico ajula pos que parecen niicleos grandes en el citoplas-
22, 23 ih
1951, 1952 y 1953, Rohn y Boid*: *, utilizando ma de otros polimorfonucleares intactos.
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Estas alteraciones incluyen aumento de tamafio
de algunas células blancas y la aparicion de cuer-

Pero era indispensable averiguar cémo se producian
los cambios celulares y morfolégicos a través del fac-
BLIHIG FaCTOR [% SCUTE DS EATED LUFUS ERTTHEMATIN S tor sérico o gamagIObUIina. Klemperer, Baehr Yy Po-

L DETERMIMATHIY OF Cakd CLOBULIY a5 SFE0nc fea | [lack®7-*8pat6logos del Monte Sinai de Nueva York, en
HrAT su clasico estudio de patologia del lupus, estudiaron am-
B e I Bammce, MU pliamente los cuerpos de hematoxilina en los diferen-
i P PR tes tejidos de los pacientes con lupus, y, en 1950, con
[ TY. Bomrre, B L Gueft®*°, Lees®, Pollister y Leuchtenbergér ademas

de demostrar a través de la reaccion de Fulgen que los
cuerpos de hematoxilina se encontraban en el ndcleo
celular, demostraron también que aquello estaba cons-

Figura 3. Encabezado del articulo original de John  tituido por el acido desoxirribonucleico.

Haserick y cols reportando la presencia de un fac- Estos hallazgos fueron confirmados un afio después
tor sérico tipo gamaglobulina en lupus %°. por Lee, Michael y Vurél. Los estudios de Miescher y
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Fauconnef*® y de grupos de Cepellf§i*’ y Selig- A mediados de la década de 1950, se definia la rela-
manrt®° a través de las técnicas de absorcion y precién entre el factor sérico (anticuerpos antinucleares) y
pitacién, y utilizando el factor sérico ya descritola célula L. E. y los fendbmenos que se presentaban a
produjeron una precipitacion del ADN humano, de aniivel del nicleo. Riftkind y Gabriel C. Godnfaftde
males y de bacterias, utilizando soluciones muy diluGolumbia University, en 1957, utilizando el microsco-
das (entre 3y 15 lambdas de ADN por ml) y el suero @& de contraste de fase demostraron la secuencia del
los pacientes lupicos. Produjeron también una reaccifamémeno L. E. Sin embargo, la importancia de las cé-
especifica contra el ADN pero no con el ARN, utilizanulas L. E. en el diagnéstico de lupus empez6 a perder-
do varias técnicas como la de Ouchterlony, la hemse cuando Kievits y cols demostraron en 1956 que el
glutinacién pasiva y la inmunoelectroforesis. Ademad6% de los pacientes con artritis reumatoide las pre-
Holmart** Seligmanff*°y Deichef®*demostraron las sentabafi. Este articulo creé dudas sobre la especifici-
reacciones de precipitacion y fijacion de complementtad de la reaccién para el diagnéstico de lupus. Cinco
con los anticuerpos o los sueros de pacientes lUpicaos después Naomi Rothfield y cols, en 1961, demos-
Otro de los aportes importantes de Seligmann y Hgnatraron que las células L. E. no se encuentran en la cuar-
Hijmans y Schuff-%¢fue la demostracion de que el facta parte de los pacientes con lupus, lo que muestra una
tor sérico era una gamaglobulina, en contraposicion pgebre sensibilidad

Haserick y sus colaboradoté® que pensaban que era En 1957 Halsted Holman y Henry KunkefFigura

una globulina diferente. Posteriormente se analizég@l del Rockefeller Institute for Medical Research de
concepto de anticuerpos antinucleares que Hals HevaYork demostraron la afinidad del factor sérico al

5 . : .
e B Mecea erter rhiceo cluar y a a nucleorotina o al ADN:ese re-
orte es un descubrimiento crucial para el inicio y la

define como “anticuerpos circulantes que reaccion Blidad del laboratorio en inmunologia para el diag-

IC;Or,r,]t:? Vli;'oj dg;?;gu\iﬁigtszgE;TégojngghgfcgioagzIH(’)stico del lupus. En este articulo, en una nota agrega-
- T gue, ’ P "W al final, este par de investigadores sefialan que George

pleares reaccionan coqtr_a el nucleo d? las CeIUIEﬁOLﬁ*”'GGde West Haven, Connecticut, ha utilizado la
intactas, contra la desoxirribonucleoproteina, contratgl

- . ) . . cnica de los anticuerpos fluorescentes y ha obtenido
acido desoxirribonucleico aislado y contra las histon

; . . 'Fasultados parecidos.
En este libro, estas sustancias son consideradas anticuer-

pos, porque al reaccionar contra los componentes delPreviamente Deith, Godman y Klempéfegn va-
nlcleo, producian reacciones inmunoldgicas como Qs estudios entre 1955 y 1957 demostraron que la

fijacion del complemento, la hemaglutinacion y la pre-

obtenian. Ademas, los anticuerpos antinucleares no 1M“ﬁ]'|_1"[} hﬂhﬂ:" |].'|-f-' ].-I.I:FI.IS-

células de diferentes tipos de animales o microorg

dor de la reunién y en la que participaron los investigg Havsten R. Hoowax
antinucleares, sobre el concepto de hipersensibilidg Rockefeller Tnstitute for

estos investigadores empezaron a destacar algunos @@gura 4. Encabezado del articulo original de

cipitacion; eran capaces de reaccionar contra los cops-
tituyentes celulares de los pacientes de los cuales

nian especificidad contra érganos o especies ya d ] d
podian reaccionar contra constituyentes nucleares Llfthfmﬂtﬂﬁllﬁ 5-!['11[“ FHEIIFI' an
nismos. También en este libro se plantea una discus {_,.f]l Nuclel and Hﬂdﬂﬂprﬂtﬁm

en la que participaron Amedeo Bofidomo modera-

dores Kaplan, Holman, Angevine, Vaughan, Seegal, Le T
Wagner, Black, Holley y Pollack, sobre los anticuerpq: Hewwy G, }""L AEEL
como un mecanismo para explicar la patogénesis § Il¢dical Research, New Vark

lupus y sobre el factor reumatoide; también en este lib

ceptos sobre la patogénesis del lupus y se comenzfy@isted Holman y Henry Kunkel publicado en
gestar un conocimiento mas adecuado de la enfermed&tijence” en julio de 1957.

-
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gamaglobulina L. E. entra al nucleo e induce los caroualquier luz visible que se transmitiese. Consus

bios mencionados anteriormente y plantean que dalaboradores demostraron que esto era posible al con-
gamaglobulina podria ser inmunolégicamente reactivjagar el antisuero a la fluoresceina que producia un co-
Con los estudios de CodhsGodman y Deitctt ¥ lor amarillo verdoso, que se podia distinguir del azul
Holman y Kunkel 535 se crearon las bases para elutofluorescente de los tejidos. CoBuilizé antigeno
entendimiento de la inmunofluorescencia que George neumococo marcado con fluoresceina. De esta for-
Friou*®*"2logré desarrollar, estableciendo una base st se establecio la técnica de la “inmunofluorescencia”
lida para el diagnéstico del lupus y de las enfermedaue ofrece la posibilidad de observar en el microscopio

des autoinmunes en el laboratorio.

la localizacion del antigeno en los tejidos o en los frotis.

Al describirse el fendmeno L. E. y las nucleoprotei- En la década de 1940 se inicia la implementacion de
nas como blanco de autoanticuerpos especificos,lag tres técnicas:

empez6 a dilucidar el papel del ADN como un compo- 1
nente reactivo. En cuatro laboratorios en el mundo y de
manera simultanea se inform6 sobre la presencia de
anticuerpos anti-DNA de doble cadena utilizando varias
técnicas inmunoldgicas como la inmunoprecipitacion,
la fijacion del complemento, la hemaglutinacion y la
doble difusién por el método de Ouchterlony.

Kunkel, Holman y Deichét, y Stollar*y sus cola-
boradores, demostraron que ademas del ADN, las
histonas nucleares de los diferentes tejidos (células de
rifdn o de higado) podrian servir de blanco para los >
autoanticuerpos. '

George Friou y la Técnica de la
Inmunofluorescencia

En la década de 1930 existia mucho interés por el
estudio de las proteinas. Simultdneamente se estaba tra-
bajando en la combinacion de algunas proteinas séricas;
entre otras, la posibilidad de combinar antisueros con
colorantes y que los antisueros no perdiesen la propie-
dad especifica de anticuerpos. En 1934 J. Mafaak
la revista “Nature”, por primera vez plantea la posibili-
dad de aplicar esta técnica con un método que no resul-
t6 sensible, pero en su libro “La quimica de los antigenos
y los anticuerpos”, explica sus estudios de muchos afios
y a su vez, en forma rudimentaria explica su teoria
(“Lattice theory”) de la reaccién antigeno—anticuerpo,
todavia vigente y que contribuyé a sentar las bases cien-
tificas sobre este tipo de reaccion. Coons, Creech, Jones
y Berlineréen 1942 plantearon una solucion al conce-
bir que era necesario mejorar la sensibilidad 6ptica ilu- g|

La inmunofluorescencia directa. Desarrollada por

Coons® " y su equipo en la cual la globulina

utilizada se combina con el fluorocromo y el con-
jugado se aplica directamente al tejido. Este mé-
todo fue perdiendo importancia por lo siguiente:
a) es el menos utilizado; b) el menos seguro; c)
el menos sensible; d) es dificil de controlar y €)
es necesario realizar la conjugacién del suero de
los pacientes en forma individual, lo que lo hace
demasiado tedioso.

La inmunofluorescencia indirecta. Es la que mas
se utiliza y fue implementada por TH Weller y
AH. Coong® 77 en 1954. El tejido que se va a
utilizar es tratado con el suero del paciente al que
se le une un suero con una antiinmunoglobulina
marcada con fluoresceina. Este método es: a) mas
seguro; b) mas versatil; c) facil de controlar y d)
el conjugado que se utiliza es una globulina
antihumana que se puede utilizar con el suero de
muchos pacientes.

En el tercer método de la inmunofluorescencia
es utilizado el anticomplemento. Con este méto-
do el tejido es tratado con suero inactivado por el
calor. Luego se utiliza suero de cobayo; el
complemento se agrega al complejo antigeno-an-
ticuerpo en el tejido y puede ser localizado utili-
zando un antisuero marcado con fluoresceina.
Siendo un método indirecto, esta Ultima fase es
compleja y dificil. Esta técnica fue desarrollada
por Goldwasser y Shepdten 1959.

método que se empez6 a implementar fue la téc-

minando el espécimen con luz ultravioleta invisible Mica de la inmunofluorescencia indirecta ya que el teji-
marcando el anticuerpo con un colorante fluoresceni® en esa época se exponia a una camara himeda por
El colorante se podria detectar mas facilmente, puesi®tiempo adecuado para prevenir la evaporacion y pos-
que la luz fluorescente en el tejido no contrastaria cestiormente se le unfa el anticuerpo. Las proteinas
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séricas que no se unian se removian utilizando un umunoglobulina, conformado por cuatro cadenas
ffer de solucion salina, después de practicar lavadospelipeptidicas iguales dos a dos y en 1969 Gerald
tejido es tratado con inmunoglobulina antihumana. Eldelmani* & (Figura 5) determinaron la estructura de
exceso del conjugado se lava y al tejido se le aplica lansecuencia de aminoacidos de una molécula de IgG y
buffer de fosfato y glicerol. El espécimen es examinadgr estos hallazgos en 1972 le concedieron a Portery a
con ultravioleta y azul-violeta. Los ojos del examinagdelman el premio Nobel de Mediciffa™.

dor se protegen con tubos especiales en el microscopio-qn 10s descubrimientos mencionados anteriormen-

Asi fue el inicio de esta técnica y luego se incorporargl e facilitan los métodos de precipitacién en medio
otras variables como: 1) la preparacion y el almacengsiicado ideados por Oudin y el profesor Orjan Ouch-
miento del sustrato tisular; 2) la duracion de la COIOr?érIony de la Universidad de Gothenberg en Suecia
cion y los tiempos de lavado; 3) la especificidad Y @ljien fue el pionero de la doble difusién en la que se
titulo del conjugado y 4) lo mas importante, 10S CONtrQyy e cian claramente las lineas de precipitatiBn:

les positivos y negativos. Casi en forma simultanea ey, hase en los métodos de precipitacion se desarrolla
el desarrollo de las técnicas de la inmunofluorescengigiacnica de inmunoelectroforesis que Grabar y Bur-
indirecta, se habian realizado varios descubrimient@ses, o2 tilizan por primera vez. Casi simultaneamente
lo que permitio un mayor desarrollo en el conocimiéns, estaplecen las pruebas de antiglobulina por Coombs,
to del lupus eritematogoUno de ellos fue el deSCUb”'Mourant y Rac¥. El estudio sobre complemento se
miento de la naturaleza en los anticuerpos, en 1939’irﬁ§ia a comienzos del siglo XX por FerrtaRitz* en

decir dos afios después de que Tis€liiwentara la 1912 Gordo#t en 1926. Da Costa y Azevéien Bra-
electroforesis; este autor junto con Kébatemostro ; en’ 1932 en la déc:ada de 1950, Mayaviiller —

que los anticuerpos se encontraban contenidos en la figge harery Lepowtestablecen los modernos estudios
cion de las gamaglobulinas del suér@inco afios mas gopre e complemento. Con todas estas ideas revolu-
tarde en 1944, Svedberg y Pedetsemla Universidad isnarias en el campo de la inmunologia, C8bns

de Uppsala introducen un nuevo método fisico, pezé a implementar los métodos de inmuno-
ultracentrifugacion, que permitio el estudio de las prey,qrescencia
teinas séricas con nuevos criterios.

Waldenstréf# describié la macroglobulinemia que
lleva su nombre y se empiezan a fragmentar las nueyg
inmunoglobulinas como la IgM y la IgG; Herem&ren
1958 como resultados de estudios sobre gamaglobuli
anormales presentes en enfermos con miéfothdes-
cribe la inmunoglobulina A; asi se conocen las gam
globulinas, no s6lo como una proteina, sino como
sistema, al que Heremans denomino el sistema ga
de las proteinas del suero y a partir de 1959 se crex
concepto de inmunoglobulina. Las palabras anticuer,
e inmunoglobulina tienden a fundirse, pero la palab)
anticuerpo denota un concepto funcional en tanto q
inmunoglobulina mas bien denota un concepto estr
tural y fisico-quimico. El conocimiento de la heteroge
neidad de las inmunoglobulinas se amplié con élgura 5. Gerald Edelman (primero de izquierda a
descubrimiento de la IgD por Rowe y Fati€y estu- derecha) en el Vill Congreso Colombiano de Medi-
diando también el suero de pacientes con mieloma. Po&ma Interna en 1984 donde presento su conferen-
teriormente Ishizaka % describe la IgE al analizar loscia titulada: “La nueva embriologia: Las moléculas
anticuerpos responsables de las reacciones anafilactigdes mecanismos que determinan las formas de
0 anticuerpos reaginicos y por Johansson y Betnicllos embriones”. Lo acomparnian Jorge Maldonado
8 al estudiar un paciente con mieloma, posteriormend@ector de ILADIBA, y Rafael Bermidez, presiden-
Portef* *®en 1962 describe un modelo estructural dg de este congreso.
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La teoria del “horror autotoxicus” planteada pocientes con lupus eritematoso sistémico, existian
Ehrlich y MorgenrotPf en 1899 no tuvo mayor credibi-inmunoglobulinas que se unian al nicleo de las células
lidad, ya que se consideraba que ningun organismo dealos tejidos. Este método sirvio de patrén de oro para
capaz de producir una reaccion inmunitaria frente dai busqueda de anticuerpos en las enfermedades
mismo. Posteriormente Peter Brian Meddfvampie- autoinmunes y como patron comparativo de otras tec-
za a estudiar el concepto de lo propio o0 como lo desamslogias. Un afio antes Robbins, Holman. Deicher y
bia él, “the uniqueness of the individual’. Se analizatunkel°®119 describieron los anticuerpos anti-DNA,
los conceptos de Frank Macfarlane Buth&Psobre otro avance importante en el conocimiento del lupus;
los “forbidden clones” (clonos prohibidos), quienesste grupo fue crucial en el avance del conocimiento
ganan el Premio Nobel de Medicina en 1960 por el deglacionado con la estructura de los anticuerpos, la
cubrimiento de la tolerancia inmunolégica adquiridgyatogénesis del lupus y la implementacién de las técni-
la dicotomia del sistema inmunitario a través de los esas para el diagnéstico.
tudios de Millet®!, Robert Goo#? Globerson y
Auerbach citado por Pedro Lain Entrafgeobre el pa- 1957-1960
pel de la médula ésea, el bazo y el descubrimiento de la
célula L. E. y el factor sérico (anticuerpos antinucleares), Qué afos grandiosos fueron aquellos de 1957 a 1960,
facilitaron la desaparicion de ese paradigma segunyel que en varios laboratorios utilizando la misma téc-
cual ningun organismo era capaz de reaccionar contiga se corroboraron los hallazgos de Pffod’ por
si mismo, que permanecio hasta la década de 1950.damte de los grupos de HolborBw 12 Mellors!'3,
concepto tan importante como el de Ehrlittte inter-  Alexandet'*: 115 Calabresi®y Baugh'. Estos estudios
pretado en forma deficiente o errbnea por muchos inelemas empezaron a plantear la accién de los
vestigadores que ensombrecieron la mente por muchasicuerpos a nivel del tejido renal, especialmente en la
decadas sin haber analizado algunos estudios queyéresis de la glomerulonefritis, la accién a nivel de los
habian hecho a comienzos de siglo, en los que se dafleos celulares, la prevalencia de los anticuerpos, los
cribio la posibilidad de que el cobayo indujer&fectos sobre los leucocitos y los primeros estudios de
anticuerpos contra sus propios espermatozoides, setitatacion. Asi, a finales de la década de 1950 e inicio
nocia la hemoglobinuria paroxistica nocturna, lde la década de 1960, se implementan las técnicas de
oftalmia simpatica, los estudios de Witebsky, Roseigmunofluorescencia indirecta, se establece que los
cols*®sobre tiroiditis espontanea de tipo experimentahticuerpos y que el complejo nlcleo — histonas consti-
y los de Doniach y Roift'sobre tiroiditis espontaneatuye un grupo de importantes antigenos nucleares. Con
en el humano. Pero en nuestro criterio, una de las idehslescubrimiento de la inmunofluorescencia se logré
mas brillantes de Witebsky, fue el planteamiento de qo@o avance en el diagndstico de las enfermedades auto-
las enfermedades autoinmunes no estaban regidasipafunes y se inicia el esclarecimiento de la asociacion
los postulados de Koch (relacionados con la etiologiie los diferentes anticuerpos antinucleares con las di-
de las enfermedades infecciosas), teoria en la quefe@ntes enfermedades, es decir, se empezd a entender
demuestra el papel de los anticuerpos en la patogénesisoncepto de autoinmunidad y de enfermedad auto-
de las diferentes enfermedades ocasionando las difenune.
rentes lesiones tisulares. Todos estos métodos diagnoss, _, . :
. i : . o Patron de la Inmunofluorescencia
ticos y estas observaciones inmunolégicas permitieron
a George Friofi %72 1%51%Tmplementar las técnicas de A finales de los afios 1950 varios grupos de Europa
inmunofluorescencia para el estudio de los anticuerpp&stados Unidos habian dilucidado parcialmente la base
antinucleares. En 1957 en la Universidad de Yale, Frimmunoquimica del fenébmeno L. E. y del factor sérico
describe la técnica para demostrar los anticuerpos (@nticuerpos antinucleares) y documentaban la impor-
forma semicuantitativa a través de la microscopia p@ncia de la actividad de los anticuerpos antinucleares
inmunofluorescencia. Cuatro articulos de este investirculantes y su interaccion con los antigenos blanco
gador publicados en cuatro diferentes revistas en 1988 ntcleo como el ADN y la desoxirribonucleoproteina.
permitieron estandarizar el uso de lainmunofluorescefdt establecerse y desarrollarse la técnica de la
cia indirecta para demostrar que en el suero de los panunofluorescencia se orientan las investigaciones
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para identificar nuevos autoanticuerpos circulantes, aazasionaron bloqueo cardiaco en veintisiete Atfios
racterizar los respectivos antigenos celulares y dem@®steriormente describen la caracterizacién clinica,
trar la relacion entre autoanticuerpo y nuevos sindrom@squimica y serologica del lupus discoide al estudiar
clinicos. ciento veinte pacientes, en la que demuestran que en el
Las Escuelas de Beck y Rowell (J Swanson Beck5'5% (_je su serie de €asos con lupus _discoide pueden
y Neville R Rowell (Figura 6)) ev_olucmnar a Iupus_ eritematoso ge_nerahZéldEn esta
misma serie describen cuatro pacientes que conforman
En el Reino Unido a finales de 1950 y comienzos dg subgrupo caracterizado por eritema multiforme aso-
la década de 1960 se desarrollan dos escuelas quecgtio a lupus discoide y la presencia de un anticuerpo
muy importantes para el entendimiento de las técnicgs tipo moteado descrito en el laboratorio de Beck en
de inmunofluorescencia para el diagnostico de lupusGlasgow y la presencia de factor reumatiddemues-
la comprension de las manifestaciones dermatologiaggn que este anticuerpo en los tejidos humanos se pre-
del lupus. La escuela del profesor Beck se desarrollagpita en presencia de solucion salina, inicialmente se
el departamento de dermatologia del Western Infirmagg¢nomino anti-Sjt o anti-SS-B o anti-La. El sindrome
en Glasgow (Escocia) y el extraordinario dermatologfe Rowell, como se conoce a la anterior descripcion, se
Neville del General Infirmary en Leeds (Inglaterra). Edonsidera como la primera descripcién de una enfer-
profesor Beck en conjuncion con Neville R Rowll medad del tejido conjuntivo que se asocia a un patron
describen el paso trasplacentario de los anticuergagunoldgico consistente como es el patron moteado
antinucleares en la revista “Lancet” en 1963 y sélo difino. El profesor Beck, en su laboratorio en Glasgow,
ciséis afios después el pediatra de la Universidad digsarrolla varias de las técnicas de inmunofluorescencia
Uppsala (Suecia), Eva Esscher, pediatra, y JS Scefiie se describen a continuacion.

obstetra, de Leeds, Gran Bretafia) demuestran en 197 ) . ) )
) %(a establecida la técnica de la inmunofluorescencia,

gue el paso trasplacentario de estos anticuerpos . L)
se empezaron a observar diferentes patrones de tincion

del nacleo con el suero de los diferentes pacientes,
utilizando para ello una técnica bien estandarizada,
con sustrato de higado de ratén. J Swanson Beck y
Colst?*134 de la Universidad de Aberdeen en Escocia
analizaron las variaciones morfoldgicas en el patrén nu-
clear de los pacientes con lupus, desde el 3 de junio de
1961 hasta agosto de 1967. Este investigador publicé doce
articulos en las revistas mas importantes de la medicina
y de la inmunologia de la década de 196&. Estable-

cio las bases de los diferentes patrones nucleares de
la inmunofluorescencia indirecta en el lupus erite-
matoso, los cuales pueden estar en forma aislada o
en combinacién.

Dos meses después de la publicacion de Beck
Lachmann y Kunké#, confirmaron el mismo hallaz-
go, especialmente el patron homogéneo y el moteado;
Fennell, Rodnan y Vasquézambién confirmaron el
patron moteado; igual observacion realizaron Barda-
wil ¥y sus colaboradores.

Las fuentes antigénicas eran células con nucleos
grandes; en esta época se usaron cortes obtenidos por
Figura 6. Fotografia de Rowell en el Dowling orator ~ congelacion de tejidos de roedores, como el rifién o el
en la que describe la historia natural del lupus eri- higado de raton o rata. Después de procesarlos con el
tematoso 18, suero y marcarlos con un segundo anticuerpo conjuga-
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do con un fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina), En 1974 al implementar la técnica de impresion en
se describieron los primeros cuatro patrones délulas en bazos humanos, no se asocié al patron mo-
inmunofluorescenci&-'34 teado con la enfermedad mixta del tejido conetfivo

. i 150 i 1hiA
Estos patrones de inmunofluorescencia son los qug ni con el lupus. Esta_ enfermedad se d,esc_r|b|o dos
s antes que Burh&himplementara su técnica por

se observaron y se siguen observando en los pacierg%g rvin v T _ | b al ;
con lupus eritematoso. Otros patrones adicionales arp, irvin'y 1an, quienes fa asociaban especiaimente

describieron por Burnham y su grdficen 1966, como a un antigeno nuclear extractable especifico que se do-
el “Speckled-like”. De los patrones de inmunofluorecumento se asociaba a un patron moteado, actualmente

cencia el que produjo mas controversias fue el G arlgilcijsfrpo esta dirigido contra el antigeno U1-
“Speckled-like” (como moteado), ya que uno de los RN

vestigadores, ademas de Beck, que lo estudié durantéEsta discusion persistio desde 1966 hasta la década
muchos afos, fue Thomas K Burnham y Cbdldel de 1980, ya que Burhdfiacufié otro patron de
departamento de dermatologia del hospital Henry Fafshunofluorescencia descrito como particulado en
en Detroit quien titul6 un articulo en “Seminars in975, en respuesta a un articulo publicado en 1974 por
Arthritis and Rheumatism” en noviembre de 1983 comQusain y col¥*, quienes aseguraron que el patrén de la
“ The True Speckled antinuclear antibody (ANA}nmunofluorescencia no ayudaba al diagnéstico y que
pattern: Its tumultuos history”, donde confirma qu@io era especifico de una enfermedad determinada. La
Beck en 1961 realiza la primera descripcion del patr8plica de Burham a este articulo, la hizo a través de
moteado (the Speckled ANA pattern) en secciones CQfha clasificacion de los patrones de inmunofluores-
geladas de higado de ratas y describe su hallazgo dgdacia y los dividié en dos grupos: no particulado
S|gwente.manere.1: “the nucleus showed NUMEroUseriférico, homogéneo) y particulado; y a la vez el
minute uniform points of fluorescence scattered throﬁfbarticulado lo subdividia en el nucleolar (Figura 7) y el
ghout its substance. Because the speckles were spgisadero moteado. Esta confusion inicial se fue clari-
at the periphery of the nucleus its margins were indigzando a través del tiempo especialmente en los gru-
tinct”. (Los nucleos muestran numerosos punticcbcoS de inmunclogos que formé Henry Kunkel en los

uniformes y diminutos dispersos a traves de la fluor€gerentes centros de la inmunologia y reumatologia de
cencia; porque el moteado se encuentra esparcido a Qi nsn americana

vel de la periferia de los ndcleos y sus margenes son
dificiles de distinguir). Patron Nucleolar

En 1966 Burnham y cdf§, utilizando una técnica  Ritchie®™ observa que el patrén homogeneo se for-
de inmunofluorescencia, asocian al patron moteado dn@ de una mezcla de dos nuevos patrones como el
la esclerodermia y plantean que este patron ayudab#tcular (es decir, filamentos finos) y el nodular (es
diferenciar a los pacientes con lupus y dermatomiosifi€cir, como pequefios cuerpos globulares). Esta hete-
de la esclerodermia. Dos afios después, en 1968, alregeneidad de los diferentes patrones se explica por los
tudiar 5.723 sueros el grupo de investigadores dirigliferentes autoanticuerpos dirigidos contra los diver-
dos por Burnham reconfirman el significado del patrésps antigenos del nucleo, por la posibilidad que en un
moteado para el diagndéstico de la esclerodéftniamismo paciente existan diferentes autoanticuerpos, por
Hasta 1979 no existia un acuerdo sobre el significadwdificaciones en la estructura del nacleo por el trau-
del patrén moteado. Otro grupo de investigadores cana o el secado del sustrato o por la presencia de enzimas
formado por Moroi, Peebles, Fritzler, Kinsella ygue causan modificaciones en la estructura del nucleo
Garbutt*>'45 logran describir el patron anti—-centromerale tal forma que un solo anticuerpo podria producir
y su asociacion con el sindrome de CREST y demasrios patrones nucleares a nivel de la inmuno-
traron que el anticuerpo estaba dirigido contra el quindorescencia.
tocoro de las células en divisién celular. Estos hallazgos ... ... L . .
clarificaron un poco los conceptos de Burham y'tols Significado Inmunologico de_ los Diferentes

~ A Patrones de la Inmunofluorescencia
ya que este autor acufio al término verdadero moteadd
“true speckles” e insistia en la asociacion con la esclero- Mediante esta técnica los autoanticuerpos pueden
dermia y no lo asociaba al luptfs*® dar lugar a una tincién nuclear (ANA) o citoplasmética
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Figura 8. Patrén Homogéneo. El nicleo se tifie
uniformemente y con una intensidad igual.

Figura 7. Patrén Nucleolar. Se caracteriza porque

los nucléolos se tifien en forma uniforme. articulo de Beck se publicé en junio 3 de 1961 y el de
Lachmann y Kunkef®* en agosto 19 de 1961; ambas se
publicaron en “Lancet”. Los dos grupos realizaron otras
(ACA). Las variaciones en los patrones de la inmunpublicaciones sobre los diferentes patrones, pero
fluorescencia a nivel de los nucleos celulares muestilaachmann y Kunkét*fueron los que puntualizaron que
que los sueros de los individuos contienen anticuerpelsanticuerpo estaba dirigido contra las nucleoproteinas.
gue reaccionan contra los diferentes antigenos que f&ro también, el patron homogéneo se puede observar
nen otras localizaciones dentro del ntcleo celular, siendando hay anticuerpos contra las histonas y en algu-
pre y cuando la seccién del espécimen se prepare dada casos de anticuerpos anti-DNA de doble cadena.
misma manera. Se observa especialmente en el lupus, la artritis reuma-
toide, la esclerodermia, la polimiositis, la dermato-
miositis, el sindrome de Sjégren primario y la hepatitis
Es el patron observado con mayor frecuencia en l@®$nica activa.
enfermedades del tejido conectivo pero también el mas
inespecifico. J. Swanson Bét#34de Escocia fue uno
de los primeros investigadores en relacionar este pa-Se caracteriza por la presencia de puntos de fluores-
trén a las nucleoproteinas, complejos ADN — histonasencia en toda la extension del nucleo. Inicialmente se
La diferencia en la publicacion de los dos primeros atescribia que eran anticuerpos dirigidos contra las pro-
ticulos sobre este tema fue s6lo de meses, ya qude@has nucleares solubles en la solucién salina, espe-

Patron Homogéneo (Figura 8)

Patron Moteado (Figura 9)
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Figura 10. Eng Tan. Describio el anti-Sm en los
pacientes con lupus, en 1966.

Figura 9. Patron Moteado. Se caracteriza por la pre-
sencia de puntos fluorescentes a través de todo el
ndcleo, siendo menos numerosos en la periferia.

cialmente por parte de Béék!*4 Lachmann y Kunké&?
y el del grupo de Bonomo, Tursi y Dammaéed?os-
teriormente Beck en 1962 utilizé un buffer de fosfat]
para identificar el antigeno, pero solo fue caracteriza
por Eng Tan y Henry Kunk®l - *%en 1966.

Cuatro afos antes Eng M Tan (Figura 10) se hal
unido al grupo de Henry Kunkel en Rockefeller Uni
versity, y estudiaron el suero de Stephanie Smith (Fig
11), una joven paciente con lupus que era pintora. 1d4
tificé el antigeno Sm llamado asi en honor a la pacie
en quien se descubrid, es decir, el primer autoantige
nuclear no histona caracterizado bioquimicamente y
demostré que este antigeno no era ni ADN ni
nucleoproteina y que se encontraba presente en el fi@ura 11. Pintura de Stephanie Smith, paciente a
cleo de una variedad de tejidos de origen humano y i@rual debe el nombre el anticuerpo anti-Sm.

298



VOL. 9 No. 4 - 2002 HISTORIA DE LOS ANTICUERPOS ANTINUCLEARES
L]

medios asociada con la membrana nuclear interna. Se
e e ~=5%|  han identificado cuatro diferentes proteinas asociadas a
FEasscTEREEICs 0F & Searsan ymomna asTems escorurss | |4 [@MININA denominadas A, B1, B2y C. la secuencia de
TR T e e Esass== 1 Jas laminina Ay C son idénticas excepto para su carboxi-
(Y NP S S - - terminal, en cambio la laminina B tiene una homologia
T P St del cincuenta porciento para la A y la C. durante la

interfase de la célula la heterocromatina inactiva durante
la transcripcién se une a la laminina y esta unién proba-
blemente esta mediada por las proteinas de la laminina y
las histona&®. Al ocurrir la transcripcion la eucromatina

los bovinos (Figura 12). La caracterizacion biogquimiage encuentra localizada cerca de los poros nucleares per-
de este primer antigeno permiti6 la apertura para ¢aitiendo que los transcriptos del ARN mensajero se ex-
racterizar una gran variedad de antigenos nuclearege¥en hacia los ribosomas (Figura 14).

anticuerpos. Se demostré que el antigeno Sm era alta-, . - :
mente egpecifico para Iosqpacientes g(’:on lupus, obﬁfr—En 1987 y 1988, utilizando la tecnica de inmuno-

s . ~fuor ncia indir ribe la presenci
vacion que ha permanecido con el paso de los afi dorescencia directa, se describe la presencia de

. o nticuerpos dirigidos contra varios componentes
Posteriormente se fueron describiendo otros autodt - </P 9 b
. o . antigénicos de la membrana nuclear produciendo un
ticuerpos dirigidos contra antigenos celulares tanto nu-

. ” . ggﬁrén como periférico. Estas descripciones las reali-
cleares como citoplasmaticos que se han asociado

el sindrome de Sjogren, la esclerodermia, la enfer £an Reeves y cols en 1987y Wesierska-Gadek y

dad mixta del tejido conectivo, la dermatomiositis, la aguenais y cols del grupo de Jean-Luc Senecal del
polimiositis y el lupus inducido por medicamentos.

Estos anticuerpos se encuentran dirigidos contra piga
teinas nucleares no histonas, conocidas bajo el no
de ENA (extractable nuclear antigens). Otro anticue
po se encuentra dirigido contra la proteina asociada
centrbmero.

Figura 12. Encabezado del articulo de Tan y Kunkel
publicado en el “Journal of Immunology” en 1966.

Patrén Periférico (Figura 13)

Casals, Friou y Teugtié- 1% en dos articulos, des-
cribieron el patrén periférico al observar una mayq
intensidad alrededor de la membrana nuclear y u
menor tincién en el centro del nucleo (Figura 13).

En la década de 1980 se analizan los componente:-
la membrana nuclear, demostrando que ella esta cc'_
puesta por una membrana interna y externa, la presel
de unos poros complejos y una laminina nutdeaf
Estos poros complejos tienen un diametro aproxima
de 120 nm, los cuales contienen proteinas integrales
rededor del poro como la gp210 y p62. Estos poros p
miten el transporte de algunas macromoléculas y la
210 participa en el anclaje de la estructura del poro g
membrana nuclear. La membrana nuclear interna cq
tiene proteinas integrales que median la union de
laminina y la cromatina, algunas de esas proteinas se
identificado tales como el receptor de la laminina B (LBH
y los polipéptidos asociados a la laminina (LAP-1y LAH
2). La laminina nuclear es una malla de filamentos intéfigura 13. Patron Periférico.
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tuyentes del poro nuclear (altamente especifico para la
cirrosis biliar primaria pero con una sensibilidad baja,
del 23 al 32%, sin observarse en suero de pacientes con
otras enfermedades hepaticas o autoinmunes a excep-
cion del sindrome de Sjogren’s primario que se encuen-
tra en el 13% de acuerdo con el estudio de Miyachi y
cols)’ 17& anticuerpos anti-LBR, este anticuerpo reac-
ciona contra un epitope de la laminina B, el significado
clinico no es claro, edtamente especifico para la cirrosis
MOl biliar primaria, pero con una sensibilidad sélo del 1 al 2%
174,176, 179 anti-LAP, se ha observado en varias enferme-
dades como lupus eritematoso sistémico, sindrome de
Figura 14. Esquema de la envoltura nuclear. C, Sjogren’s primario, polimialgia reumatica, espondilo-
Cromatina; L, laminina (que contienen la laminina A,  artropatias seronegativas, neuritis éptica, sindrome
B1, B2 y C; MN, membrana nuclear (en la hoja inter-  antifosfolipido, hepatitis crénica, sindrome nefrotico,
na contiene LAP y LBR); CPN, complejo poro nu- gota y osteoartritis, es decir es muy poco sensible y
clear. (Modificado de Nesher, Margalit, Ashkenazi*®*)  especificd’” 1S anti-laminina, est& dirigido contra uno
de los componente del complejo, poro nuclear, este an-
ticuerpo tiene una reaccién cruzada contra varios com-
onentes de la familia de los filamentos pequefios como
keratina y vicentind”. El patron de inmunofluo-

la laminina B nuclear asociado a lupus eritematoso sis gscencia es periférico, continuo y ancho, especialmente
: ) A 1up ) Ycia el centro del ntcleo gue se observa en la mitosis
mico, anticuerpos contra la laminina B en pacientes Cﬁﬂclear

trombocitopenia, contra la laminina nuclear en hepati
tis autoinmune y contra los complejos del poro nuclear Banda Lupica

respectivamente. Senecal en el grupo de Naomi Roth-| 5 apjicacién y el entendimiento de la banda ldpica
field empieza a describir en 1985 la presencia de IgSinician los estudios de Vazquez y Didren 1957
anticuerpos contra el citoesqueleto en las enfermegg-ytilizar el método de la antiglobulina fluorescente
des del tejido conectivo. Posteriormente Senecal vigigra demostrar la presencia de la gamaglobulina a ni-
a Montreal y describe varios articulos relacionados cqg| de los rifiones y en las lesiones esplénicas del bazo.
la presencia de anticuerpos contra el citoesqueleto, B afios después Kaplan y Vaugffase® demuestran
pecialmente en 1999 describe la fuerte asociacion @8 depésitos de inmunoglobulinas en la membrana
los anticuerpos anti-laminina nuclear humana B1 quéghovial de los pacientes con artritis reumatoide; en 1961
se asocia al anticoagulante ludico y algunas manifes{gise y colé*, en varias enfermedades de la piel, de-
ciones clinicas del sindrome antifosfolipf#o'®? Al muestran los depésitos de gamaglobulina. Pero la apli-
final de la década de los ochenta y especialmentecation de la técnica para el estudio de la banda lipica
inicio de los noventa, los antigenos de las membranasrealizaron Burham, Neblett y Figeen 1963 en el
nucleares se han logrado identificar, caracterizar y pgepartamento de dermatologia del Hospital Henry Ford
rificar por técnicas inmunolégicas, biolégicas, quimien Detroit en la que se demuestran los depésitos de
cas y moleculares, asi de esta manera se logra demogiratunoglobulinas y complemento a nivel de la union
anticuerpos dirigidos contra cinco componentes de d&rmo-epidérmica. RH Cormafe ¥’ en Leyden en
membrana nuclear como el anti-gp210 que se encuetarzo de 1964 en la revista “Lancet” describe el dep6-
tra dirigido contra el antigeno gp210 localizadsito de estainmunoglobulinay complemento en la unién
especificamente en los complejos del poro nuclear, poermo-epidérmica en la piel sana de pacientes con lupus
duciendo un patrén periférico punteado en inmunoflugue plante6 la posibilidad diagnoéstica utilizando esta
rescencia (relacionado a hepatitis autoinmune, artritiscnica de la banda lapica en piel sana para detectar
reumatoide, polimiositis y sindrome Sjogreti’s)°1’¢  aquellos pacientes con esta posibilidad diagnostica, esto
anticuerpos anti-p62 dirigidos contra uno de los constiFiginG una serie de controversias. Entre la aparicion

hospital Notre Dame de la Universidad de Montre
(Canada) en 1988, describiendo anticuerpos contr
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el acido desoxirribonucleico de cadena simple y de do-
ble cadena en los pacientes con lupus eritematoso

& Do Sorior i Sermndi 1 Fptenc el oo Evlrsams AR 8 N .
B IR sistémicd”. En ese mismo afio Koffler y céisconfir-

I Cwmme E Foan on E s (Tt i B B ke man la prese_:ncia del AII_)N en los pacientes con ne-
s B S e e, [ e et e fropatia lapica. Posteriormente Arana regresa a

- s D et D T F

Argentina y fue uno de los pioneros en Suramérica en
la implementacién de las técnicas de los anticuerpos
antinucleares.

Figura 15. Encabezado del articulo original de

Cepellini y sus colaboradores publicado en _ _ _
“DSEBM” en 1957. Stollar y su grupt®**‘disefian varios trabajos para

estudiar la naturaleza del ADN y su reactividad con los
sueros de los pacientes lUpicos, pero en uno de ellos,

del articulo de Burham y Cormane hubo unicamenﬁgn Naomi Rothfielt?®, se analiza claramente la clase

una diferencia de meses; finalmente el artiiculo de E

Tan y de Henry Kunkel Ta#, que en forma amplia _ o .
analizan la técnica de inmunofluorescencia para el &4€rPos anti-DNA, que abrio las puertas de la caja de

tudio de la piel de pacientes con lupus y a partir de IB&ndora, para entender los conceptos basicos implica-

articulos antes mencionados se generaliza el estudiddé €n 12 patogénesis de la glomerolonefritis, la banda
la banda lupica en los diferentes paises del mundo. lUPica, los conceptos de dafio tisular mediado por anti-
cuerpos y en el consumo del complemento, y finalmen-

Después de la descripcion de los anticuerpos confga |os claros intentos para comprender lo que estaba
el ADN, en ese glorioso afio de 1957, se demostro RR¥yrriendo en el dafio renal. Un afio después Tojo y
Holborow y cols™, Cepillini y cols® (Figura 15) y por - prigpssrelacionan el concepto de nefropatia, en la cual
Robbins del grupo de Henry Kunk® que los gyistia un antigeno fijo (en el glomérulo) y la accién de
anticuerpos estaban dirigidos contra el ADN de simpjg, anticuerpo especifico de tipo 1gG. En ese mismo
cadena, de doble cadena o ambos. La atencion deJg§ peter Schur (Figura 16) y Sand&en un articulo

investigadores se centro en el estudio y analisis dec[gsjco publicado en el New England Journal Medicine
clase de anticuerpo, utilizando para ello las técnicas

nuevas que se estaban implementando como la croma-
tografia de celulosa, la centrifugacion con gradientes
de sucrosa y antisueros marcados con fluoresceina, que
lograron demostrar los anticuerpos de la clase IgM, e
IgA y las diferentes subclases de la IgG. La naturaleza
y estructura ya analizada del ADN, la disponibilidad dej#
los sueros de pacientes con lupus y los trabajos del g
po de Kunkel, en los que participaron Holman, Deicher,
Dixon y Koffler'® sobre su patogenicidad a nivel tisul

le permitieron al grupo de David Stoll&®-1°* en
Boston, Lucien Aarden de Amsterdan, quien descri-
be en conjuncion con De Groot y Feltkamp utilizat )
la Crithidia lucillae como sustrato para la determiFigura 16. Peter Schur (cuarto de derecha a izquier-
nacién de los anticuerpos de doble cadéaai- da, de pie) y sus colaboradores en el afio de 1982
dsDNA) utilizando la técnica de inmunofluorescencian su laboratorio en Brigham'sand Women Hospi-
%Y Roberto Arana en Argentina analiza la naturalezal en Boston, en esa época trabajaban en la técni-
del ADN vy la reactividad de los sueros de los pacientea del ADN, especialmente en método de ELISA.
con lupu&®. Roberto M Arana procedente de Argenti.o acompafia Rafael Valle (en linea intermedia, con
na, quien realiz6é su fellow research con el doct@nteojos), quien fue el primer latinoamericano en
Seligmann en Paris. Durante su estancia publica en 196@lizar el fellow research en Reumatologia e
un articulo clasico sobre anticuerpos dirigidos contramunologia en el laboratorio de Peter Schur.

inmunoglobulina, el patron de inmunofluorescencia,
actividad del complemento por los diferentes anti-
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amplian el entendimiento de los factores inmunolégicéasn con el ADN, se empezaron a utilizar otras técnicas
(anticuerpos vy clinica del lupus); con el advenimientwomo la de Farr, en la cual el ADN es radiomarcado y
de la biologia molecular se empezaron a dilucidar Ige incuba con el suero y los complejos ADN—anti-DNA
secretos del misterioso ADN y asi se logré estableague son precipitados con sulfato de amanolietilen-

gue existen anticuerpos que se unen exclusivamentgliaol. Estas pruebas son bastante especificas para los
componentes como las bases purinicas, los nucleésiqusientes con glomerulonefritis

los nucledtidos, los oligonucleétidos, los ribosa-fosfato.
En contraposicion los anticuerpos que se dirigen al AD
de doble cadena se unen a la ribosa-fosfato, a las b
(desoxiguanosina) o a conformaciones particulares %%
la doble hélice, algunos de estos anticuerpos reac
nan contra el ADN tipo B, y otros anticuerpos reacci%—I
nan preferencialmente al DNA&%2%

Posteriormente se desarrolla la técnica de la Crithidia
Uciliae (Figura 18) utilizan el ADN circular que se en-
ntra en el kinetoplasto de un protozoario y las
nicas de ELISA, que son técnicas mas sencillas y
as agiles y se utilizan de rutina en los laboratorios
inicog®,

Los aportes fundamentales de Tan lograron ayudar
entender los eventos basicos de la proliferacion y del
clo celular, asi como aspectos relevantes de diversas
enzimas como las topoisomerasas, los ARN polime-

Varias técnicas se utilizaron para la demaostraci

de los anticuerpos contra el ADN nativo como la (%{8]
precipitacion por Selligmai®i, la de la fijacion del
complemento por Cepillini y cdfsy Robbins y col$?,
la inmunofluorescencia por Friou y c8lg la de inhi-
bicion por Haptenos, por Levine y Stotfdt% 2% pero
estas técnicas eran limitadas por la actividad antico
plementaria en muchos pacientes con sueros lapic
la carencia de sensibilidad para las técnicas de prec|
tacion; estas dificultades se empezaron a resolve
introducir Farf®’ la técnica que lleva su nombre, quie
inicialmente utiliz6 albumina como antigeno, para m
dir la cantidad del anticuerpo. Esta técnica fue modi
cada por Wold, Young, Tan y F&Pr(Figura 17) en 1968,
Pincus, Schur y Tal# en el mismo afio y Pincus,
Schur, Rose, Decker y Tal&l en 1969, quienes per-
feccionan la técnica y en vez de utilizar la albamin
utilizan el ADN, asi de esta manera se empieza a cu
tificar el ADN libre y el unido al anticuerpo (técnic
conocida como de Farr).

De las viejas técnicas que identifican a los an
cuerpos contra el ADN de doble cadena o que preci

Doy rilemmckes: el Lmsdbods 3 Thetflmd  Seary
by Fromcary ledermrton oty Do rfcmmciyir Lol

Figura 17. Encabezado del articulo de Tan en com-  Figura 18. Anticuerpos anti-DNA por técnica IFI
pafiia con Wold, Young y Farr publicado en “Science”  Crithidia luciliae. La fluorescencia se observa en el
en agosto de 1968. kinetoplasto donde se encuentra el ADN circular.
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rasas, las sintetasas y las diversas proteinas involucradas
en la mitosis que vamos a mencidffaPosteriormen-

te Tan conformo su grupo de la Scripp Clinic, en la que
bajo su égida se forman muchos inmundlogos latinoa-
mericanos como Pedro Reyes en 1971, Ignacio Garcia
de la Torre y Rafael Herrera Esparza (Figura 19) en
México que fue alumno de Lucien Aarden; Antorio
Fraga y Ruud JT. Smeen K, Pedro Reyes, J. de Jong y
Luis Daza empezaron a diseminar la llama de los
anticuerpos que heredaron de PanPreviamente
Donato Alarcon-Segovia (Figura 20) quien se formé en
reumatologia y especialmente con Khalil Wakim y con
Frederick McDuffie (Figura 21) en el laboratorio de
inmunologia, aprendié las técnicas de los anticuerpos
antinucleares que la llevo a México y con la colabor&igura 20. Donato Alarcén-Segovia en su paso por

cion de Eugenia Fishbein la implementan en el Institya Mayo Clinic como fellow de reumatologia.
to Nacional de la Nutricién.

Rialogia de los
TR ey FEELY
u||r.:|l|ll rairisg

Figura 21. Frederick McDuffie, fue uno de los pri-
meros en impulsar los laboratorios de inmunologia
aplicada a la reumatologia, profesor de Donato
Alarcén Segovia.

En Colombia Javier Molina alumno de George Friou,
en la ciudad de Medellin y Manuel Elkin Patarroyo, alum-
no de Kunkel, implementa las técnicas de los anticuerpos
en el hospital San Juan de Dios de Bogbta

La Escuela de Henry Kunkel

Figura 19. Libro de biologia molecular de Rafael Este investigador organiza el laboratorio de
Herrera. inmunologia en la década de 1950 en el Rockefeller
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Institute e inicia las investigaciones sobre inmunog|
bulinas en pacientes con mieloma multiple. Tiene co
tactos con investigadores suecos, especialmente A
Tiselius (premio Nobel en Medicina) y a su regreso |
dedica al estudio de la caracterizacion inmunoquimi
del factor reumatoide.

Este extraordinario maestro de la inmunologia mu
dial (Figuras 22 y 23) es reconocido por sus grand
discipulos que no soélo establecieron conceptos basi
para entender el lupus, sino desarrollaron técnicas p )
lograr imbricar los conceptos basico-clinicos. Algund = -
de sus discipulos, ya los mencionamos, como | 'é‘*
Robbins, Halsted Holman, H Deicher, P Lachmann, Yo -
Miiller-Eberhard, F Paronetto, RI Carr, John Zabriski&igura 23. Henry Kunkel y Manuel Elkin Patarroyo
Peter Schur, D Koffler, y otros que no hemos mencig@into con Miiller-Eberhard, Cochrane y Frank Dixon
nado como Robert Winchester, Gybosky, Manuel Elkian el Congreso Internacional de inflamacion que
Patarroyo y Luis Espinoza. se realizé en Bogota en 1979.

En 1985 en el “ARA memorial lectures” se hizo

honor al inmunélogo Henry Kunkel, quien murié en _ o )
1983 a la edad de 67 afios. En 1984-1985 Eng Tan, (f}&-/Annual memorial lectures”, que sirvi6 después a la

sidente de la ARA, describié a su maestro como el fufRA Scientific meeting para honrar a prominentes in-
dador de la inmunologia clinica en USA y Frank J DixoYgStigadores en este campo. Posteriormente se crean

quien en 1985 inauguré con su presentacion una sefRS iPos de lecturas —Henry G. Kunkel, Paul Klemperer
y la de Edmund Lawrence Dubois, tres investigadores

prominentes en el estudio del lupus. Estos tres perso-
najes, en especial Kunkel junto con sus discipulos le
dieron un vuelco al conocimiento de los anticuerpos y
dos de sus discipulos, Eng Tan y Morris Reichlin (Figura
24) le hacen un homenaje péstumo al ganar los pre-
mios que llevan su nombre. Kunkel fue el primer inves-
tigador en demostrar que los antisueros se pueden
realizar en el laboratorio, un descubrimiento que per-
mitié discriminar cada anticuerpo y con esto cre6 una
brecha en la investigacion cientifica, en el campo del
lupus en especial. Las técnicas desarrolladas en el la-
boratorio originaron las bases para el entendimiento de
la clasificacion de los anticuerpos, los estudios de
genética para el control de la produccion de los anti-
cuerpos y otra serie de investigaciones para el entendi-
miento de las enfermedades autoinmunes.

Uno de los discipulos del maestro Henry Kunkel es
el profesor y maestro de la Scripps Research Institute
Eng M. Tan. Tan se une al laboratorio del profesor Henry
Kunkel de la universidad de Rockefeller en 1962, quien
tenia experiencia en inmunofluorescencia tisular traba-
jando al lado de Melvin Kaplan del Case Western Re-
Figura 22. Henry Kunkel. serve Universit§2. Dos articulos publicados por Tan
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permitid, un afio después, a Koffler, Schur y Kufikel

en 1967, confirmar la presencia del ADN en forma de
depodsitos de complejos inmunes en los rifiones de pa-
cientes con lupus. Estos dos artictifo¥°y el articulo

de Farf® le permitieron a Wold y cd®y a Pincus y
colgtt XY Figursa 25 y 26) desarrollar los métodos para
medir los anticuerpos contra el ADN.

Figura 25. Encabezado del articulo de Tan y Schur

MEASUFEMEST OF SERLM DSA-SWDINE MCTTTE D SsTEsds CUPTSE
ERTTEEMATOSE S
Timomor Postys, WD Frra H Scmo W3 Joss 4 Foss M B fomoc [ Desorm, B
e Mo Taaan WD "

Figura 24. Morris Reichlin.
Figura 26. Encabezado del articulo de Pincus pu-
blicado en “New England Journal of Medicine” en

fueron puntuales en el avance del conocimiento de [§Pliembre de 1969.

anticuerpos y es la identificacién del antigeno Sm, que

no es ni ADN, ni es nucleoproteina y se encuentra en

los nucleos de tejidos de origen bovino y huri@nil Anticuerpos especificos

antigeno Sm lleva el nombre de una joven paciente con o ) _
lupus llamada Stephanie Smith quien tenia un talento COMO S& menciono anteriormente, en 1966 se descri-
para la pintura. La caracterizacion bioguimica de el | primera proteina no histona designada como Sm
antigeno nuclear, el cual era un autoantigeno nucléBP’ Stéphanie Smith), que fue uno de los primeros
no histona, permitié la caracterizacion de una gran V%rgtlcuerpos gspemﬁcos para el diagndstico del lupus; tres
riedad de otros antigenos nucleares y anticuefos &M10S despues, en 1969, se empezaron a reconocer los
Posteriormente se demostré que los anticuerpos aRfimeros antigenos citoplasmaticos conocidos como SSA

Sm son actualmente especificos para el lupus, y su 40 basados en las primeras iniciales del paciente en
pecificidad tiene alguna variabilidad raéar: gue se demostrara esta asociacion de acuerdo a la moda

impuesta por Taff. Tres afios después de esta descrip-
El otro trabajo fundamental de Tan, en el que partiién, Gordon Sharp, Irvin y T&# 52describen otro an-
ciparon Carr, Schur y Kunkéi, fue la demostracion ticuerpo especifico, el UI-RNP asociado con la
de la primera evidencia de un antigeno en un complgiafermedad Mixta del Tejido Conectivo. Estos descu-
inmunitario en 1966, al demostrar el antigeno y el anfirimientos dieron las bases para que Alarcén-Segovia,
cuerpo anti-DNA en un estudio en donde se observo Ruiz Arglielles y Eugenia Fishbéitdescribieron la teo-
forma seriada por técnicas de precipitacion y de fijaia de la penetracion del anticuerpo y le abrieran el cam-
cién de complemento y lograron demostrar que en da Y el interés a cientificos basicos como Steitz, Lerner y
terminados periodos el ADN (antigeno) y el anticuergdardin'®® #>?'para identificar la estructura molecular y
anti-DNA ocurren simultdneamente. Este estudio 1% funcién bioldgica de los autoantigenos nucleares y
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citoplasmaticos y para definir algunos conceptos parapeinentes del sistema de autoantigenos y autoanticuerpos
conocimiento fundamental de la maduracion y el proceemprendidos en esa gama de enfermedades autoin-
samiento del ARN. De esta manerarasry Steitz de- munes sistémicas en la cual el lupus es su prototipo y
muestran que los anticuerpos especificos anti-Smlog anticuerpos, como lo define Tan, son los reporteros
anti-Ul — RNP reaccionaban con proteinas, las cualdsl sistema inmunitario que permiten al organismo de-
eran componentes de pequefias ribonucleoproteibasar la presencia de autoantigenos inmunogéfficos
nucleares (sn RNPs) que participan en la maduracion y
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