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V).— MATERIAL Y METODOS

CLINICO:

Durante un periodo de 12 meses se seleccionaron 122
pacientes con diversas enfermedades, colectandose de ca-
da uno 12 ml. de sangre, la cual fue centrifugada a 3,000
rpm. durante 15 minutos, obteniéndose unos 5 ml. de
suero, los cuales fueron inmediatamente conservados a
—209C. hasta que fueron procesados.

Nuestra poblacion de pacientes fue dividida en 4 gru-
pos:

Grupo | : Artritis Reumatoide: Se colectaron 60 sue-
ros de pacientes que reunfan criterios de A. R. definida
o clasica de acuerdo a la clasificacion de la ARA. 4344 Este
grupo estaba formado por 45 pacientes con A. R. seropo-
sitiva y 15 con A. R. seronegativa. Las que fueron consi-
deradas seronegativas tenfan una prueba de latex persisten-
temente negativa y una prueba de Waaler-Rose negativa o a
titulos menores de 1:40,

Todos los pacientes fueron interrogados y sometidos a
examen fisico completo, tomando en consideracion edad,
sexo, fecha de inicio de la enfermedad, duracion, tratamien-
to y respuesta al mismo, clasificacién anatomica y funcio-
nal; relacionando estas caracteristicas clinicas con la pre-
sencia de anti—RANA.

Grupo Il: Compuesto por 29 pacientes con padecimien-
tos reumaticos distintos a la A. R. incluia 8 pacientes con
Lupus Eritematoso Sistémico (LES), 6 con Esclerodermia
(ESP), 3 con Sfndrome de Sjogren, 2 Dermatomiositis
(DM), 2 Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo, 2 Espon-
dilitis Anquilosante, 2 Osteoartritis (OA),Uno con Poliarte-
ritis Nudosa Cutdnea (PAN) y Uno con Artritis Enteropati-
ca (EA). Ademds inclufa dos pacientes con tenosinovitis
crénica.,

En todos los pacientes el diagnostico fue establecido en
base a criterios clinicos, serolbgicos, radiologicos e histolo-
gicos cuando el caso lo requirio.

Grupo Il1: Este tercer grupo de pacientes estaba com-
puesto por 13 pacientes con una serie de enfermedades no
reumaticas, pero con algln tipo de aberracion inmunologi-
ca, e.incluia 7 pacientes con Endocarditis Infecciosa (EI),
2 pacientes con Neumopatia Intersticial y uno de cada uno

con enfermedades como T. B. pulmonar, Glomerulonefri-
tis Proliferativa Difusa, Vitiligo y Arteritis.

El diagnéstico de estas enfermedades se realizo en base
a criterios clinicos, radiograficos, bacteriologicos e histopa
tologicos, de acuerdo a cada caso individualmente.

Grupo IV: Formado por 20 donadores voluntarios de
sangre, que constituian nuestros controles sanos.

La disttribucion de los 4 grupos se ilustra en la Tabla
No.3.

POBLACION DE PACIENTE INCLUIDA EN EL
ESTUDIO

TABLA No.3

GRUPO |I: ARTRITIS REUMATOIDE (60)
a)—- F.R.— —45
b)—F.R.— —15

GRUPO I1: ENFERMEDADES REUMATICAS
DISTINTAS
A.A. R. (29)

LES (8): EMTC (2): DM (2): ESP (6):SS (3):EA
(2) OA (2): PAN (1): AE (1): Tenosinovitis (2).

GRUPO I11: ENFERMEDADES NO REUMATICAS (13)

E. 1. (7): NEUMOPATIA (2): GNPD (1): T.B. (1)
VITILIGO (1): ARTERITIS (1).

GRUPO IV: CONTROLES SANOS (20).

n— 122 pacientes.

Nuestra poblacion de pacientes sin A. R. (Grupo Il y
1) se distribuyd como se sefiala en la Tabla No.4: Rela-

cionando ambos grupos a la presencia del anticuerpo anti-
RANA.
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TABLA No.4
n—42 pacientes.
FACTOR REUMATOIDE

POSITIVO NEGATIVO
18/42 24/42

SEROLOGIA:

Todos los sueros fueron probados contra un extracto de
linfocitos B humanos, Wilg, mantenidos en cultivo en me-
dio RPMI—-1640 adicionado con glutamina y suero fetal de
ternera. El extracto se obtuvo por sonicaciéon de los linfo-
citos, con energia maxima durante 3 minutos utilizando un
sonicador Brawn,

La concentracion protéica media como DO280mm. fue
50.0U.

Se realizd6 microinmunodifusion en placas de agarosa al
1 o/o en un amortiguador salino fosfatado (PBS), el cual
contenfa 1 g. de agarosa, 99.9 ml. de PBS y 0.1 ml. de azida
de sodio al 10 o/o. Se confeccionaron placas de 3 ml. de
agarosa, con un pozo central y 6 periféricos de 3mm. de
didmetro y a una distancia de 2.5 mm. (Fig. No.4).11

FIGURA No.4

@ 1.— control positivo

@ 2.— 3—4-5—6— sueros

©) probados
o ©

¢.— extracto de LB.

(Wilp)
©)

Se colocé el extracto de linfocitos B (Wil2) en el po-
zo central, en el pozo 1 el control positivo, el cual era el
suero Burney, (el mismo suero en que Alspaugh y Tan
describieron por primera vez el anticuerpo anti-RANA)
el cual fue donado por el DR. E. M. Tan.

En los restantes pozos se colocaron los sueros de los
pacientes.

De cada uno de ellos se colocaron 50 microlitros, reali-
zandose lecturas a las 24,48 y 72 horas.

En los casos en que hubo mds de una linea de precipi-
tacién o en los que no hubo identidad inmunologica con
el suero prototipo, se investigaron otros anticuerpos contra
antfgenos extraibles del nicleo.

VI).— RESULTADOS

El anticuerpo anti-RANA fue detectado en 43 de 60
pacientes con A. R. con una incidencia de 72 o/o.
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FOTO No.1

1.— Control positivo — centro — wily
2—-3—-5— A. R. ser positiva.
4—6 A. R. seronegativa,

Las Iineas de precipiatacion muestran clara identidad in-
munoldgica con la del suero prototipo.

En A. R. seropositiva, el anti-RANA se detecto en 33
de 45 pacientes (73 o/o) y en A. R. seronegativa se encon-
tro en 10 de 15 pacientes. (Tabla No.5).

TABLA No.5
INCIDENCIA DE ANTI-RANA EN A. R.

n—60 Pacientes
Enfermedad F.R. Anti-Rana
A.R. pos.
neg. 43/60-72 o/o
A.R. pos. 33/45-73 0/0 *
A.R. neg. 10/15-67 o/o *

*NDS (no diferencia significativa).

Al comparar la incidencia de anti-RANA encontrada en
A. R. seropositiva y en A. R. seronegativa, no encontramos
diferencia estadistica significativa.

De un total de 43 pacientes con A. R. anti-RANA posi-
tivo, en 29 de ellos fue posible demostrar evidencia clinica
de alguna manifestacion extra articular, siendo la incidencia
de 67 ofo. Por el contrario, el grupo de 17 pacientes con
A. R. anti-RANA negativo, en solo 4 de ellos se encontra-
ron manifestaciones extra-articulares de la enfermedad, para
una incidencia de 25 o/o. Al comparar estos datos en la
curva de distribucion binomial, el resultado fue estadistica-
mente significativo (P <~ 0.005). Ademds, al aplicar la
prueba de Chicuadrado (X2), el resultado obtenido fue al-
tamente significativo (X2——9.58).

Los resultados obtenidos al aplicar el andlisis estadistico
significan, que de cada 10 pacientes con A. R. y manifesta-
ciones extra-articulares, en 6 de ellos se podra demostrar la
presencia del anti-RANA.
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En la Tabla No.6 se ilustra la incidencia de manifesta- Al comparar la incidencia del anticuerpo con otras
ciones extra articulares relacionada a la presencia del anti- caracteristicas de la A. R. tales como inicio, duracién res-
cuerpo anti-RANA. puesta al tratamiento y actividad de la enfermedad, no fue

TABLA No.6 posible demostrar ninguna relacion atribuible a la presen-
cia del anti-RANA.

RELACION ENTRE MANIFESTACIONES EXTRA-ARTI-

CULARES Y ANTI-RANA EN A.R. Considerando la posibilidad de que la presencia de an-
ticuerpos antigammaglobulinas (factor reumatoide), pu-
diese estar relacionado con la severidad de la enfermedad,

Manifestaciones determinamos la incidencia de manifestaciones extra-arti-

Anti-Rana Extra-Articulares culares considerando solamente la presencia o ausencia de

Presentes Ausentes F. R. Encontramos que la incidencia de manifestaciones
extra-articulares en A. R. seropositiva fue del 50 o/o, mien-

- tras que en A. R. seronegativa fue del 40 o/o. Al someter a

* *

Positivo 29 (67 o/o) 14 (33 o/0)* 43 andlisis estadisticos estos datos, los resultados obtenidos
demostraron que no existia diferencia significativa. (Ta-

Ne 1000/0 i3 No.5).

Negativo 4 (24 o/0) * 13(760/0) 17 De modo que esta caracterfstica serologica en si misma

1000/0  no tiene significado clinico.

*P 0.005 38 27 TABLA No.8
X2 - 9.58 60
Las manifestaciones extra-articulares mds frecuentes de- INCIDENCIA DE MANIFESTACIONES EXTRA-
tectadas en A. R. anti-RANA positivo fueron: Nédulos ARTICULARES EN A. R. RELACION CON F. R.

reumatoides (42), S. de Sjogren (11), Pulmones (20). Neu-
ropatfa (6), Oculares (9). Esplenomegalia en dos pacientes,

sin otra evidencia de Sindrome de Felty. Enfermedad Manifestaciones E xtra-Articulares
En A. R. anti-RANA negativo, tres pacientes tenfan né- Presentes Ausentes
dulos reumatoides y uno con complicaciones pulmonares.
En la Tabla No.7 se ilustran las manifestaciones extra-arti-
culares mds frecuentes en los pacientes anti-RANA positi- A.R.- 27/45-600/0* 18/45-400/0 100 0/0
vo y negativo. En algunos pacientes fue posible detectar
mds de una manifestacion extra-articular al mismo tiem- A.R. 6/15-400/0* 9/15-600/0 100 0/0
po.
TABLA No.7 *NDS 13 27 60
MANIFESTACIONES EXTRA-ARTICULARES MAS
FRECUENTES EN A. R. RELACION CON LA '
PRESENCIA DE ANTI-RANA. En el grupo ll,. fo_rmado por 29 pacientes con enfermedzE-
ANTi-RANA des reumdticas distintas a A. R., se logré detectar el anti-
r RANA en 8 pacientes, resultando en una incidencia de
.o : 27 o/o.
Pesitivo Nogsive No fue posible determinar en cual de estas enfermeda-
S des reumdticas fue mayor la incidencia de anti-RANA, de-
Esplenomegalia b 4

bido a que el grupo era muy heterogéneo vy al dividirlo por
enfermedades no resultd comparable.

Oculares il ) En el grupo Ill, formado por 13 pacientes con diversas
enfermedades no reumaticas, el anti-RANA fue positivo en

Neuropatia ey 5 pacientes, resultando una incidencia de 38 o/o.
** (5) En el grupo 1V, formado por 20 controles sanos, la inci-
dencia de anti-RANA fue de 25 o/o, encontrandose en 5 de
Pulmonares *HR los 20 individuos.
*x% (6) *(1) Al comparar la incidencia de anti-RANA encontrada
en los grupos 11, 111,1V, con los resultados obtenidos en A.
¢ % R., el resultado estadistico fue significativo en grado mar-
S. De Sjogren - ginal (P<< 0.05).

. (8) En la Tabla No.9 se ilustra la incidencia del anticuerpo
Nodulos anti-RANA en nuestros 4 grupos de pacientes, asi como el
Reumatoides il i significado estadistico al comprar la incidencia de anti-RA-

*** (9) ** () NA de cada grupo con la encontrada en Artritis Reumatoi-

*%® de.
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TABLA No.9

INCIDENCIA DE ANTI-RANA EN A.R. Y OTRAS
ENFERMEDADES Y CONTROLES SANOS

100"
75 4 n=43/50
Incidencia 50
Anti-Rana
o/o

GRUPO

" grupo I: A. R. —: Grupo Il: Enf. Reumat. distintas a

Grupo I1I: Enf. no reumat. Grupo IV: Controle$ sanos.

Nuestra poblacién de pacientes de los grupos Il y Il
fueron reagrupados haciendo un total de 42 pacientes,
los cuales fueron divididos en dos grupos de acuerdo a la
presencia o ausencia de factor reumatoide: relaciondndo-
lo a la presencia de anti-RANA.

De 18 pacientes con F. R. positivo, en 8 de ellos se
detectd el anticuerpo contra el antfgeno nuclear de la
Artritis Reumatoide, resultando en una incidencia de un
44 o/o siendo los restantes 10 pacientes anti-RANA nega-
ivo (56 0/0).

De los 24 pacientes con F. R. negativo, en 5 de ellos
el anti-RANA fue positivo (21 o/o). Al comparar los pa-
cientes anti-RANA positivo con relacion al factor reuma-
toide, no hubo diferencia estadfsticamente significativa.
(Tabla No.10).

TABLA No.10

RELACION ENTRE ANTI-RANA Y FACTOR
REUMATOIDE EN ENFERMEDADES DISTINTAS

A.A.R.
n—42 pacientes
F.R. Anti-Rana Anti-Rana
Positivo Negativo
Positivo 8/18-44 o/o0 10/180/0 * 56 o/0
Negativo 5/24—-44 o/o* 19/24-79 o/o

* NDS (no diferencia significativa).

En los casos en que no hubo identidad inmunologica
con el suero prototipo o hubo doble linea de precipita-
cién, se investigaron otros antfgenos extraibles del nd-
cleo (foto No.2). Como se aprecia en la fotografia, nin-
guno de los sueros mostraron identidad inmunologica
con la del control positivo. El suero correspondiente al
pozo No.2—-5—6 (del mismo paciente), y el paciente
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correspondiente al pozo No.3 tenfan anti-Sm. En el suero
del pozo No.4 se logré detectar SS-A.

FOTOGRAFIA No.2

Inmunodifusion mostrando lineas de precipitacidn sin identidad in-
munoldgica con el suero prototipo.

VIl).— DISCUSION

Los resultados confirman la asociacion entre A. R. y la
presencia de anticuerpo anti-RANA, como consecuencia de
la interaccién entre el virus EB y linfocitos B.

En los estudios iniciales el anticuerpo anti-RANA fue
detectado en el 67 ofo de los pacientes con A. R. serpositi-
vayenunl18y 8 oéo en A, R. seronegativa y controles sa-
nos respectivamente.®"

Posteriormente se demostro igual incidencia en A. R.
seropositiva y seronegativa. Usando técnicas mds sensibles,
el anti-RANA se encontrd en un 95 ofo de las A. R. y hasta
en un 25 o/o en controles sanos,10-11-12

Mediante inmunofluorescencia se logré detectar el anti-
RANA en el 76 ofo de los pacientes, contra un 23 ofo de-
mostrado por inmunodifusion en el mismo grupo de pa-
cientes.

Nuestros resultados obtenidos en A. R. fueron similares
a los referidos previamente, hubo una incidencia total de
72 ofo lo que va de acuerdo a lo demostrado por otros in-
vestigadores. ©°'Y" -12

Nuestra incidencia obtenida en controles sanos fue
25 ofo. Al comparar ambos grupos la diferencia estadisti-
ca fue marginal (P<< 0.05). Esto posiblemente indica que la
prevalencia de infeccion por virus EB es elevada en pobla-
cién general, como ya habfa sido observado.

La alta incidencia de anti-RANA encontrada en enfer-
medades no reumdticas (37 o/o), apoya el hecho de la am-
plia distribucion que tiene el virus,

Cuando se traté de pacientes con diversos padecimien-
tos, entre ellos algunos que cursan con estimulo impor-
tante del sistema inmune, la frecuencia de anti-RANA fue
atn mayor, aunque se conservo la diferencia estadfstica
marginal al compararla con el grupo de A. R. Esta situa-
cion puede explicarse a través del estfmulo policlonal al
sistema inmune en el curso de respuesta inmune a un
antigeno X, con generacion de anticuerpos a olros an-
tigenos con los que el individuo tuvo contacto y guardé
memoria inmunoldgica.
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La A. R. es una enfermedad reumdtica con un rango
amplio de aberraciones mmunologwas, con una alta inci-
dencia de AAN (60 0/0).47-13, Este hecho unido al re-
ciente descubrimiento de la asociacién de la A. R. con
los antigigenos del locus D/DR del sistema linforeticular,
hizo pensar que el virus EB fodria estar implicado en la
etiopatogénesis de la A. R.27. Ademds, el DNA del vi-
rus EB es capaz de incorporarse al ndcleo de linfocitos B,
reproducirse por generaciones y comportarse Como un
“virus defectuoso” sin capacidad citopética.45'27 Sin
embargo, nuestros resultados no demuestran diferencias
entre la incidencia de anti-RANA y la presencia de factor
reumatoide en A. R. ni en otras enfermedades.

Se ha considerado el posible papel etiologico del virus
EB en la A. R. en base a: 1)— El virus EB tiene linfotropis-
mo para linfocitos B y se incorpora al genomo.4 §

2)— La infeccién de linfocitos B normales o provenien-
tes de pacientes con A. R. estimula la sintesis de inmuno-
globulina.

3 -—1 OL? asociacion entre el anti-RANA y la enferme-

Ademés, se sabe que existen factores genéticos clara-
mente asociados a A. R., como son los antigenos del lo-
cus D (HLA-DW4/DRW4) del sistema HLA. De modo que
se fundamentd la hipétesis de que la interacién del virus
EB en un individuo positivo para HLA—DW4 o DRW4, po-
drfa resultar en aberracion inmunologica que lo llevarfa a
desarrollar la enfermedad. Sin embargo, la alta incidencia
de anti-RANA en poblacion general, hace dificil implicar
al virus EB como factor etioldgico importante.

Recientemente, Catalano y cols. demostraron que la
incidencia de anti-RANA en sujetos normales con HLA—
DRW4 positivo era similar a la incidencia encontrada en
un grupo control sin el antigeno de histocompatibilidad
presente, lo que sugiere que si la presencia de anti-RANA
representa un factor de riesgo para desarrollar A. R., este
es indepediente del conocvdo factor de riesgo representa-
do por el HLA—DRW4/DW4.4

Los estudios realizados hasta la actualidad no han de-
mostrado relacion entre la presencia del anticuerpo anti-
RANA vy la servidad, duraCIon, actividad_y respuesta al
tratamiento de la enfermedad. —11-27

Aunque en nuestra investigacion encontramos una in-
cidencia de manifestaciones extra-articulares mayor en
los casos de A.R. anti-RANA negativo, siendo la dife-
rencia altamene significativa, es posible que la obtencion
de estos resultados sea debido a que algunas manifesta-
ciones extra-articulares menores, como son los nédulos
reumatoides, fueron incluidas junto con otras manifes-
taciones mayores. Adn asi, los resultados no dejan de ser
significativos y deberdn ser tomados en consideracion
en el futuro.

Resulté llamativo el hecho de que los 8 casos de SS
asociado a A. R., todos tenfan presente el anti-RANA,
es posible que sea debido a que precisamente estos en-
fermos son los que cursan con mayores aberraciones
inmnolégicas, con la consiguiente produccion de varios
tipos de anticuerpos.

El papel del agente viral EB relacionado a la severi-
dad de la enfermedad debe considerarse y merece mds
estudio.

Es sabido que los pacientes con A. R. seropositiva
hacen una enfermedad mds severa, de peor prondstico
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y mds incapacitante.7‘26‘27. Por esta razén relaciona-
mos la presencia del F. R., con las manifStaciones ex-
tra-articulares de la enfermedad, encontrando que no
hubo diferencia significativa entre la incidencia de ma-
nifestaciones extra-articulares y la presencia de F. R.

De la misma manera no hubo relacion entre la pre-
sencia de F. R. y el anticuerpo anti-RANA en los otros
grupos de enfermedades distintas a A. R.

A pesar de que la incidencia del anticuerpo anti-
RANA es elevada en A.R. el papel de dicho anticuerpo
como un posible ‘“‘marcador inmunologico” de la en-
fermedad debe cuestionarse, debido a la alta prevalen-
cia de infeccion por virus EB en poblacion general.

IV).— CONCLUSIONES

Aungue la incidencia de anti-RANA es mds elevada
en A. R. que en otras enfermedades y controles sanos,
el significado estadistico de la diferencia es solo margi-
nal, lo que hace necesario extender el estudio y reali-
zarlo de una manera mds cuantitativa,

La alta incidencia de anti-RANA en otras enferme-
dades distintas a A. R. y en controles sanos, sugiere la
alta prevalencia de virus EB en nuestro medio.

La posibilidad de que el virus EB juegue un papel
importante en la etiopatogénesis de la A. R. parece im-
probable.

La presencia del anticuerpo anti-RANA no guarda rela-
cién con la presencia de F. R. en A. R. ni en otras enfer-
medades.

Es posible que la alta incidencia de anti-RANA en A.R.
con manifestaciones extra-articulares, sea debido a que
aquellos pacientes con mayor rango de aberraciones in-
munolégicas, tengan una expresion mds generalizada de
la enfermedad, al tiempo que tienen mds alteraciones se-
rolégicas, incluyendo la presencia de anti-RANA.

El momento presente, la determinacién de este anti-
cuerpo no parece tener utilidad clinica, sobre todo to-
mando en consideracion lo laborioso y caro que resulta
la obtencién del antigeno.

La investigacién en campo de la A. R. en relacion al
virus EB, deberd reorientarse y quizds con el desarrollo
de técnicas mds sofisticadas se aporte evidencia directa
de la posible participacién viral en el origen multifacto-
rial de la enfermedad que hoy llamos Artritis Reumatoi-
de.
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