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INVESTIGACION ORIGINAL

Manifestaciones renales y neuropsiquiatricas en
pacientes con lupus eritematoso sistemico y
anticuerpos anti-P ribosomal

Gerardo Quintana?, Cilia Rojas!, José Félix Restrepo!, Andrés Fernandez!, José Martinez*,
Federico Rondén?, Alvaro Sanchez!, Antonio Iglesias!

Resumen

Los auto anticuerpos contra la proteina P
ribosomal (anti-P ribosomales) se presentan en
aproximadamente el 15% de los pacientes con
lupus eritematoso sistémico (LES). Estos anti-
cuer pos fueron inicialmente asociados con psico-
sis lupica y enfermedad neuropsiquiatrica.
Posterior mente sereconocio su asociacion con alto
riesgo de compromiso renal y hepatico.

Objetivos: evaluar la coexistencia serolégicay
clinicadeanticuer posanti-P ribosomal y anti-DNA
en pacientes con LES con compromiso renal y
neuropsiquiatrico.

Materialesy métodos: casos: 12 pacientes con
lupus neuropsiquiétrico (cambios conductuales 6,
depresién 4, alucinaciones 3, alteracion cognitiva
2, convulsiones 2 y psicosis 2). Controles: 13 pa-
cientescon actividad por LESsin evidenciade ma-
nifestaciones neuropsiquiatricas. Todos los
pacientes estuvieron activos para el tiempo de la
evaluacion. L osanticuer posanti-P ribosomal fue-
ron determinadospor ELISA y losanti-dcDNA por
el método de Crithidia luciliae. La funcién renal
fuevalorada por medicion decreatininay el com-
promiso renal con uroanalisis.

1 Unidad de Reumatologia, Universidad Nacional de Colombia. Bogota,
Colombia.
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Resultados: laedad mediafuede 39 afios, 2 hom-
bres/ 23 mujeres. Ocho casos (66,6%) y seis(46,1%)
controles tenian compromiso renal. El 20% de los
pacientes fueron positivos para anti-P ribosomal (5/
25 pacientes: 2 controlesy 3 casos). El 36% de los
pacientes tenian anticuer pos anti-dsDNA (30,7%
controlesy 41,6% casos). La presencia de anticuer -
po P ribosomal estuvo asociada con anti-dcDNA
(p =0,002) y con nefritisltpica (p = 0,046), pero no
hubo asociacion entre € anti-P ribosomal y las ma-
nifestaciones neuropsiquiéatricas (p = 0,645).

Conclusiones: lapresenciadeanticuer posanti-
P ribosomal estd asociada con anti-dcDNA y
nefritis lUpica. Este estudio no encontr 6 asocia-
cion estadisticamente significante entre anti-P
ribosomal y manifestaciones neuropsiquiétricas
del LES.

Palabras clave: lupus eritematoso sistémico,
anti-P ribosomal, anti-DNA, nefritis lapica, LES
neuropsiquiatrico, actividad lupica.

Summary

The ribosomal P protein autoantibodies are
present in approximately 15% of patients with
Systemic Lupus Erythematosus (SLE). These
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antibodies were initially associated with lupus
psychosis and neuropsychiatric diseases. Poste-
riorly, they were associated to a higher risk of
renal and liver involvement in patientswith SLE.

Objective: to evaluate the serologic and clinic
coexistence of ribosomal P protein autoantibodies
and anti-dsDNA in patients with SLE with renal
and neur opsychiatric manifestations.

Materials and Methods. cases. 12 patients with
neuropsychiatric and renal involvement (behavior
changes 6, depression 4, hallucinations 3, cognitive
impairment 2, seizures 2 and psychosis 2). Controls:
13 patients with active SLE, without evidence of
neuropsychiatric manifestations. SLE was active in
all patients during the process of evaluations. The
anti-ribosomal P protein antibodieswer e deter mined
by ELISA and the dsDNA antibodies by Crithidia
luciliae’simmunofluor escencetest. Therenal function
was evaluated by serum creatinin and urinalyses.

Results: the median age was 39 years, 2 men/23
women. 8 cases (66.6%) and 7 controls (53.8 %)
have renal involvement. 20% of patients were
positive for anti P-ribosomal antibodies (5/25
patients: 2 controls and 3 cases). 36% of pa-
tients have anti dsDNA antibodies (30.7%
controlsand 41.6% cases). Thepresence of anti-
ribosomal P protein antibodieswas associated with
anti dsDNA antibodies (p = 0.002) and with lupus
nephritis (p = 0.046), but no association
between ribosomal P protein autoantibodies
and neuropsychiatric manifestations was found
(p = 0.645).

Conclusions: the P-ribosomal antibodies are
associated with anti-dsDNA and lupus nephritis.
This study did not show statistically significant
associations between ribosomal P protein autoan-
tibodies and neuropsychiatric manifestations in
patients with SLE.

Key words: Systemic L upusErythematosus, anti-
ribosomal P protein antibodies, anti-dsDNA, Lupus
nephritis, neuropsychiatric lupus, lupus activity.

Introduccién

Las fosfo-proteinas ribosomales ricas en alanina
(proteinas“P’) PO, Ply P2de 38, 19y 17 kilo Daltons

respectivamente, se localizan en |as subunidades 60s
del ribosoma eucariéticoy son el principal blanco de
| os ant i cuer pos ant i - Pri bosomal2. Estos anticuerpos
reconocen un numero de epitopes, incluyendo un
antigeno lineal determinante de 22 aminoéacidosen el
grupo carboxilo terminal comun aestastres proteinas
ribosomales.

L os anticuerpos se encuentran casi exclusivamen-
te en 13 a 20% de pacientes caucasicos con LES 'y
en més del 36% en pacientes chinos con laenferme-
dad® 4. El epitope ribosomal, reactivo al anti-P
ribosomal, se ha encontrado en las células del
neuroblastoma humano y, en menor grado, en
fibroblastos humanos®, ademés, Yoshio et al.® han
mostrado gue estos autoanticuerpos pueden ligarse
alasuperficie delas células endoteliales. Existe evi-
dencia de que los anticuerpos anti-DNA de doble
cadena (dcDNA) algunas veces pueden tener
reactividad cruzada con el anti-P ribosomal’. Sun et
al. informaron que el grupo C hidréfobo terminal
de laregion ribosomal de las proteinas son esencia-
les para su reactividad cruzada con el anti-dcDNA.
L os anticuerpos pueden ser detectados por inmuno-
fluorescencia, y Bonfa et al.® usaron radioinmu-
noensayo cuantitativo. Otros meétodos incluyen
ELISA einmunaoblotting de proteinas de ribosomas
purificadas. La pruebade ELISA que usa purificado
de humano tiende a ser muy sensible (97%)2°.

La asociacion entre el anti-P ribosomal y psicosis
por LES seinformé por primeravez por Bonfaet a.°.
Ellos encontraron que 18 de 20 pacientes (90%) con
psicosis por LES, tenian anti-P ribosomal . Estas obser-
vacionesfueron reproducidas por Schneebaum et al .11,
pero refutadas en los estudios de Teh et al.’? e
Inverson'®, Estas diferencias se han atribuido a dife-
rencias metodologicas y en € informe y andlisis de
resultados. Un nimero de estudios posteriormente han
apoyado la asociacion entre los anticuerpos anti-P
ribosomal y manifestaciones neuropsiquiétricas por
lupus***; por gjemplo Tzioufaset al .*® encontraron que
11 de 28 (39,3%) pacientes con LES y manifestacio-
nes neurol 6gicas (psiquiétrico 71%, epilepsia 75%) te-
nian anticuerpos anti-P. No obstante, en vista de los
informes contradictorios anteriores, lacontroversiaacer-
ca de la asociacion de anticuerpos con manifestacio-
nes neuropsiquiétricas por lupus permanece vigente.
L osrecientes estudios han apoyado |aasociacion entre
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los anticuerpos y lupus activos y/o con nefritist” 18,
genera mente acompariados por anti-dsDNA, observan-
do que la actividad por nefritis esta estrechamente re-
lacionada con estos autoanti cuerpos. Otros estudios han
encontrado una mayor probabilidad de manifestacio-
nes cutaneas'® y compromiso hepético, y se hainfor-
mado evidencia de que los anti-P ribosomales son
patogénicos para los hepatocitos?® 2L,

El objetivo de este trabajo es evaluar la coexis-
tencia seroldgica y clinica de anticuerpos anti-P
ribosomal y anti-dcDNA en pacientes con LES con
compromiso renal y neuropsiquiétrico, utilizando la
prueba de ELISA paradeterminar lostitulos de anti-
P ribosomal y el método de Crithidia luciliae para
los anti-dcDNA.

Materiales y métodos

Pacientes

Un total de 25 pacientes fueron incluidos, quie-
nes cumplieron con los criterios de la American
College of Rheumatology (ACR) de 198222, modi-
ficada en 19972, para la clasificacion de LES, y
que fueron vistos en la Unidad de Reumatologia
de la Universidad Nacional de Colombia, en sus
diferentes sitios de atencion (Clinica San Pedro
Claver y Carlos Lleras Restrepo) durante el perio-
do de septiembre de 2003 y diciembre de 2004.
Los pacientes fueron asignados a dos grupos; el
primero completo 12 pacientes consecutivos no se-
leccionados con LES neuropsiquiatrico (cambios
conductuales 6, depresion 4, alucinaciones 3, alte-
racion cognitiva 2, convulsiones 2 y psicosis 2),
gue fueron determinados a partir de la clasifica-
cion propuesta por la ACR de manifestaciones
neuropsiquiatricasen LESYy siguiendo lasrecomen-
daciones especificas para tal evaluacion diagnés-
tica?*. Trasunaevaluacion clinicay por laboratorio
se descartaron otras causas de compromiso
neurol égico, tales como alteraciones metabdlicas,
infecciosas, hipertension arterial no controlada o
tumorales. El segundo, con 13 pacientes con acti-
vidad por LES sin evidencia de manifestaciones
neuropsiquiatricas. Todos |os pacientes estuvieron
activos para el tiempo de la evaluacion y fueron
valorados a través del indice SLEDAI®*. A todos
los pacientes incluidos se les realizd una toma de
muestra sanguinea para determinaciones serol 6gi-
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cas, cuadro hemético y quimica sanguinea,
uroandlisis, se sometieron a una cuidadosa eval ua-
cion fisicay se realizé consentimiento informado.
Las muestras para serologia, que no fueron proce-
sadas inmediatamente, se congelaron a-20° centi-
grados. La nefritis se definié como proteinuria
persistente mayor de 0,5 gramos en un periodo de
24 horas, la presencia de cilindros celulares, y/o
creatinina sérica elevada (elevacion superior al 30
% de los niveles habituales). En todos |os casos la
nefritis fue atribuida al LES si ninguna otra causa
fue aparente. Los pacientes recibieron dosis de
esteroides acorde a la actividad de su enfermedad
y virtualmente todos | os pacientes recibieron dosis
de mantenimiento con cloroquina (250 mg al dia)
o hidroxicloroquina (200 — 400 mg al dia).

Evaluaciones seroldgicas

L os anticuerpos antinucleares (ANA) y los anti-
dcDNA fueron detectados por procedimiento de
inmunofluorescencia indirecta usando células de
HEp-2 y substrato de Crithidia luciliae, respectiva-
mente. Lostitulos de ANA mayoresde 1:160 y titu-
los de anti-dcDNA mayores de 1:20 fueron
considerados positivos.

Evaluacién de anticuer pos anti-P ribosomal

L os anticuerpos anti-P ribosomal fueron determinados
por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
QUANTA-Lite Ribosome P para una deteccion semicuan-
titativadelosanticuerposen suero humano. LatécnicaELISA
empleada en esta prueba es sensible, especificay objetiva.
Brevemente,

1. Todoslosreactivosdeben estar atemperaturaambiente
(20-26-c) antes de empezar €l ensayo.

2. Se agregan 100 pL de los controles prediluidos
Ribosoma P ELISA Positivo Débil, Ribosoma P
ELISA Positivo Fuerte, ELISA Negativo y las mues-
tras prediluidas alos pocillos. Posteriormente se cu-
bren los pocillos paraincubar durante 30 minutos a
temperaturaambiente en unasuperficie plana. El tiem-
po de incubacién empieza después de la adicion de
la tltima muestra.

3. Lavado: seaspirael contenido de cadapocillo. Luego
se agrega 200-300 pL de solucion de lavado a todos
pocillosy se aspira. Serepite estasecuenciadosveces
maés paraun total detreslavados. Luego sedebeinver-
tir laplacay golpearla suavemente en material absor-
bente para eliminar cualquier fluido residual tras €l
ultimo lavado. Es importante que cada pocillo esté
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completamente vacio después de cadapaso de lavado
y mantener |a misma secuenciaparalaaspiracion que
lausada paralaadicién de muestras.

4. Se agrega 100 pL de Conjugado 1gG HRP (Acido
Sulfarico 0,344M) a cada pocillo, pipetiando de la
formamas asépticaposibley siguiendo buenastécni-
cas de laboratorio, paraincubar los pocillos durante
30 minutos como en el paso 2. Luego se procede al
lavado, seglin se describi6 en el paso 3.

5. Seagregal100 uL de Cromoégeno TMB acadapocillo
y seincubapor 30 minutosen oscuridad atemperatu-
raambiente. Luego se afiade 100 uL de Solucién de
paradaacadapocillo, manteniendo |amismasecuen-
ciay temporalizacién que la efectuada en la adicion
del Cromoégeno. Se agita suavemente la placa para
mezclar bien los pocillos.

6. Se hacelalectura(OD) de cada pocillo a450 nm en
un plazo maximo de una hora.

Las muestras pueden clasificarse con un valor negativo (<
20 U), positivo débil (20 -39 U), positivo moderado (40—80
U) y positivo fuerte (> 80 U).

Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado usando €l pa-
quete STATA 8,0, seuso lapruebaexactade Fisher’s
y €l chi-2 para determinar la fuerza de asociacién
entre las variables de interés (anti-P ribosomal, anti-
dcDNA, nefritis |picay manifestaciones neuropsi-
quiatricas), teniendo en cuenta el nimero de casos
en las tablas de contingencias elaboradas para el
andlisisdelosdatos. Un valor de P menor de 0,05 se
consider6 como significante.

Resultados

En total fueron evaluados 25 pacientes: 12 en €l
grupo de LES neuropsiquiatricoy 13 sin estamanifes-
tacion. Laedad mediafue de 39 afios, en €l grupo total
ladistribucion por sexo fue 2 hombres/23 mujeres. El
compromiso renal fue similar en ambos grupos, con
unadistribucion de ocho (66,6%) casosy seis (46,1%)
controles. Del grupo total, 20% (prevalencia) de los
pacientes fueron positivos para anti-P ribosomal (5/25
pacientes); de estos, dos eran del grupo sin LES
neuropsiquidtricoy tres pertenecian alos pacientescon
manifestaciones neuropsiquidtricas. El 36% de los pa-
cientes tenian anticuerpos anti-dcDNA, de los cuales
lamayoriaeran del grupo casos (41,6% casosy 30,7%
controles). El SLEDAI general paralosdosgruposfue

de 12,12, y en €l grupo de LES neuropsiquidtrico fue
de 15,33, mientras que en el grupo control fue de 9,1
(Tablas 1y 2). Las manifestaciones neuropsiquiatricas
mas frecuentes dentro de los pacientes del grupo co-
rrespondi ente fueron cambios conductual es, depresion
y alucinaciones (Tabla 3).

Lapresenciadeanticuerpo Pribosomal tuvo unaata
correlacion con € anti-dcDNA (p = 0,002) (Gréfica 1),

Tabla 1. Caracteristicas seroldgicas y clinicas de
pacientes con LES neuropsiquiatrico.

Id P-RibUn Neurop NL DNA SLEDAI Edad
1 5 Sl Sl Sl 16 19
2 4 Sl NO NO 16 47
3 8 si  NO NO 12 48
4 3 S sl NO 20 49
6 5 Sl si s 18 33
7 5 Sl si NO 12 35
10 114 Si si s 18 37
1 173 Sl Sl Sl 16 40
12 19 sl NO NO 10 42
20 13 si  NO NO 10 40
2 4 S sl NO 16 38
23 21 Sl si s 20 25

P-Rib: anti-Pribosomal, Neurop: manifestaci 6n neurop-siquiétrica,
NL: nefritislUpica;

DNA: anti-dcDNA, SLEDAI: indicedeactividad por LES; id: iden-
tificacion del paciente

Anti-DNA Anti-DNA
NO S|
34
N
o
g
g
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@
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g
2
—_—
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p=0,002

Gréfica 1. P-ribosomal por anti-DNA
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Tabla 2. Caracteristicas serolégicas y clinicas de
pacientes sin LES neuropsiquiatrico.

Id P-RibUn Neurop NL DNA SLEDAI Edad
5 4 NO NO NO 7 40
8 5 NO Si NO 10 50
9 4 NO NO Si 7 46
13 9 NO Si NO 10 42
14 15 NO NO &Si 8 40
15 9 NO NO NO 8 68
16 12 NO Si NO 10 34
17 9 NO Si  NO 13 25
18 10 NO NO NO 6 45
19 20 NO SISl 12 48
21 10 NO NO NO 11 48
24 6 NO NO NO 40
25 224 NO SISl 9 41

P-Rib: anti-Pribosomal, Neurop: manifestacion neurop-siquiatrica,
NL: nefritislUpica;

DNA: anti-dcDNA, SLEDAI: indicedeactividad por LES; id: iden-
tificacion del paciente

Nefritis lupica Nefritis lupica
NO S|

P-Ribosomal
150 200 250
) I )

100
1

50
1

1 S—

o4

p=0,046
Gréfica 2. P-ribosomal por Nefritis lUpica

igual mente para nefritis | Upicala asociacion estadistica
resulté positiva con un valor de p = 0,046 (Gréfica 2),
mientras que e presente estudio No mostro asociacion
entreel anti-Pribosomal y las manifestacionesneuropsi-
quiétricas (p=0,645) (Gré&fica3). Tambiénllamé laaten-
cion la relacion entre los niveles de P ribosomal y el
indice de SLEDAI (Gréfica4).
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Tabla 3. Manifestaciones neuropsiquiatricas del
grupo de pacientes comprometidos.

Manifestacion N (%)
Cambios conductuales 6 (50)
Depresion 4(33,3)
Alucinaciones 3(25)
Alteracion cognitiva 2(16,6)
Convulsiones 2(16,6)
Psicosis 2(16,6)

Manifestaciones Neuropsiquiatricas Manifestaciones Neuropsiquiatricas
NO S|

250

P-Ribosomal
1?0 Ztl)O

100
1

50
1

e T N

o4

p = 0,645
Grafica 3. P-ribosomal por Manifestaciones
Neuropsiquiatricas.

P-ribosomal (Un)
150
1

100
1

50
1

5 10 15 20 25
SLEDAI

Gréfica 4. Comparacion entre SLEDAI 'y P-ribosomal
Discusién

Muchos estudios han encontrado alta especifici-
dad de los anti-P ribosomales para el LES' 2627 con
unaextremada baja preval enciaen |os pacientes con
otro tipo de enfermedades® 2. Asi, estos anticuerpos
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son considerados como marcadores diagndsticos
para LES cuando se encuentran en el suero de los
pacientes, a pesar de sus niveles fluctuantes, que
parecen estar acordes con €l nivel de actividad de la
enfermedad?® %31 pero no hay claridad si estos
anticuerpos estan asociados con mayor severidad de
la enfermedad. La prevalencia de anti-P ribosomal
en el estudio fue del 20%, similar a otras publicacio-
nes*“. Aunque la edad no era un desenlace a medir,
no se observo alguna relacion entre la edad y la
positividad alos anti-P ribosomal como lo han mos-
trado informes previos®? %,

No se observo asociacion estadistica significante
entre anti-P ribosomal y manifestaciones neuropsi-
quiatricas, si bienlos primerosinformesfueron mas
contundentes con tal asociacion, mas recientemen-
te y de manera repetida esta observacion ha veni-
do perdiendo peso como bien lo sefialan Gerli et
al. en un reciente estudio prospectivo®t. Estasdife-
rencias pueden ser atribuidas a varias explicacio-
nes. En primer lugar, las diferencias étnicas de las
poblaciones objeto de estudio; los diferentes méto-
dos usados para medir |os anticuerpos; lavariedad
en el rigor con lacual se hacen las valoraciones de
las manifestaciones neuropsiquiatricas, y la ocu-
rrencia heterogénea en diferentes poblaciones de
autoanticuerpos diferentes al anti-P ribosomal que
pueden afectar la funcion neuronal de los pacien-
tes con LES®. En nuestro estudio, a pesar de mos-
trar diferencias a favor de la asociacion del anti P
ribosomal y manifestacion renal, su valor p (p =
0,046) se encuentra muy cercano al limite del va-
lor aceptado, por lo cual se debe tomar con pre-
caucion, maxime cuando el tamafio de la muestra
fue tan reducido dada la poca frecuencia de casos,
segun los criterios de inclusion.

Se pudo determinar una fuerte asociacion entre
los anticuerpos anti-P ribosomal con el anti-dsDNA,
mas no asi con la nefritis |Upica; esta observacién
ya ha sido informada en muchos estudios, |0 que
sugiere varias posibilidades: la presencia de dos
anticuerpos es mas nefritogénica que cuando sblo
existe uno, pero se debe tener en cuenta también
que lacoexistenciay su nefritogenicidad no es per-
fecta, ya que pueden presentarse ambos anticuerpos,
sin ninguna manifestacion, sugiriendo que sus me-
canismos patogénicos son heterogéneos. Como se

describié en un estudio, algunos anti-dcDNA se
unen a la membrana, pero no penetran la célula
(en cultivo); otros penetran y migran al ndcleo, y
una tercera variedad penetra la membrana celular
y residen en el citoplasma incluso después de 24
horas®. De manerallamativa, los anti-P ribosomal de
forma consistente se unen y penetran las células y
son capaces de inhibir la sintesis de |a proteina?® 7.
Los anti-dcDNA también son muy eficaces en in-
hibir la traduccion in vitro® %, Estas propiedades
conjuntamente sostenidas del anti-dcDNA vy anti-P
ribosomal pueden responder en parte por su
patogenicidad in vivo.

Finalmente, uno de |los desafios mas interesantes
sera definir cuéles son los factores cuya presencia
determina el desarrollo de las diferentes manifesta-
ciones asociadas al anticuerpo P ribosomal. Se pue-
de pensar en muchas posibilidades pero sélo
continuando el cuidadoso estudio clinico de estos
pacientes, se clarificaran |os elementos que determi-
nan la expresion de la enfermedad en |os pacientes
con |los anticuerpos anti-P ribosomal es.
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