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" INTRODUCCION

'En los prigeros sfios de este siglo, cuando la Inmunologfe

féSiuaiaba,iﬁs‘a§p8¢§63«de‘lﬁ‘rélééfénuhﬁéSped‘?é?ﬁSfﬁbaCQR~ﬁﬁ
 fin teleoldgico defensivo; se consider§, vistos los resultedos

dae la respuesta inmune, gue no exlstian respuestas aut01nmunes.
Este concepto Be expres6 en una frase: "horror aﬁto—tox1cus“
»acuﬁada por.?aul Ehrilchm En esd misma épOC&:DQn&th yﬂLandSs )
telner describieron sin embargo, el antlcuerpo antiersirocito
en la CrzohemogloblnurlayParoxistlca,(1 2). Desde -entonces se
mult;pllc Ton los egeaplos clinlcos de respuestas sutoinmunes,

En un buen.nﬁmero de enférme&ades;hum%nas, desféguudo -
aguelles gque actuelmente conocemos como Enfermedzdes Heumfti—
cas Generalizadaé,'g?usé que incluye el Lupus Eritematoso Di-
sevlnaao (LED), la Artritis Reunaztoide (Ah), 1z Enfermedad = -
Liyta del Tejido Conauntlvo (EITC), la Esclerosis Sistémica

ProgreSIVa (ESP), la poli-Dermatomiositis (PK-DE) y el Sin--
drome de Sjdgren Primsrio {88), sn‘b“n'dese%iﬁdﬂau%baﬁtiéuet-

pos oue reacCionén con comyonentes celulares en el citonlasma
¥ en el ndcleo; blen\éc;dos‘nuclelcas,,bien‘prqteinas celula=
rés o combinaciones de ambas. '

Los anticuerpos antinucleares {A4R) suelén guerder correlacidn
clfnice ¥ son de utilidad en el diegnéstico; seguimiento y tal

vez en €l prondstico de esos pacientes; sin embergo, no solo
&u significedo clfnice les confiere imporisncia. En Biologfa,

estos asnticuerpos antinucleares, que mentienen la especifici-
ded de la Tespueésta inmune y reconoccen epftopes en macromolé-
culasg complejas, pueden ser herramientas veliosas en el sigla=



_ lers

‘fendmeno aue ocurra 91 azar, coma,lo»demuestrr €l hecho de gue

_ enfermedades reum tICsB generdl1zraas.-

miento y carpcterizecién de componentes celulares y pruebas big .
16g1cas p rg;g9£uai95~ﬁinoSHSdbre“12~esifuctura ¥ funcién celu=

Ia'nroducclén de estos anthuePnos antlnucle?res no es un -

1 presencza no es comtin 2 todas 1as enfermeaades aut01nmunes
¥y su cnncentrﬂcmdn eS'v‘rlahle en cad? una de ellas. No dbstan—

te en 1~ "ctuelldad adn mo sabemcs clar:mente rue es 10 que -
desencpdena en ui momento dado 1z producclén 6e estos -anticaer- E
pos- ?ntxnucle “T'eg capaees de leqlonxr los nerlos tea;dos' por
trnto, su: estudxo podré en |u. !omento desentraﬁar'algunos de'— ;

'los complegos meC?nlsmos aue operan en 1z et:onrtogeria de-las'

mente en elert(s enfermedades, eqte es. el cago del antlcuerpo -

bant’ﬁsm, el cual se considera como»un marcador‘znmuroldgicc en.

el Lupus Erltpmptoso Jisem:n?ﬁo, pues. hasta el momento no. se'ha

'descrito su,nresencia en otras eﬁfermedas‘aut01nmunes.
" 'Sin embargo;, cuando qe~nretende detectar dlcho antlcue*po, nog -
encontramos con 1a 11m1tante de no rontar con un antfgeno puri—

Afzcadg,~pcr~lc sue-se-hace riecesaric usrr suerosrde pac1ente3~_
"con ?ntzcuerpoa anti 8n ppra determiner su reactzvidad contrz -
_#ntigenos extrafdos del nicleo y en enssyos deranmunodifus16n

estpblecer 1dentidadientre estos sueros prototlpos y los sue—-

RN S —— ]

ros problemas. o o S
De lo expuesto antor;crmente se deégprende 1g 1rportancxa o
de contar ¢on un n?ter:al sitigénico purificsdo aue sust:tuva
21 extracto soluble muclear hasta shors isado.
El objetivo de este trabejo fué el sisl:miento y pufificéciGm
del sntfgeno nuclerr Sm. Como he mencionrdo anteriormente, 1z
importencis primordial de ests antipeno congsiste en su zplice=
cién préctica en el diagndstico del LED, pues anticuerpos g —=
dicho sntfgeno se hen detéclado especflicrmente en esta enfer—
medad. ‘



’ EREICEP LIRSS = s

=*'““Estudlos prevlos B . iostrado gue este antigeno estd presente
_en numeroses teiides de mamffero y no es especie especifico, -
su origen nuclear ha gido éstableci&b ¥y se conoce su solubili-

dad en soluciones sallnas smortiguzdas (3,4). Una fuente sa—
tisfrctoria para obuener extracto ‘galino rico en Sm es el tlmo
- de conejo desecado (5), egte extracto aue nuede obtenérse en e1: 
comerclo (Pel 1‘?':reeze B1olog1ca1 Cos) se usd como materlal ini-
eial.

Para llevar a cabo la purlflcaclén del antigeno nuclear Sm
8e plantesron dos sistemas: _ ‘

1) Obtenerlo a partir del compleao inmune, esto es, vallén-
donos de lo especificidad del anticuerpo, asumiendo aue en el
compleso inmune. tendremos aolamente €l zntigeno 'y el antlcuer--
PO Desguésnmedlante:técnlcas”quimlcas.segarar este compleaq e
identificar sus componentes. - ' ‘

2) Purificar.el extracto de tinmo de conezo lnlcxal (ETC) -
medisnte técnicas de cromatograf{a en columna (1ntercamb1o 18-
nice ¥ filbraclén en gel) y evaluar la pureza del materlal ob~
tenldo nediante electroforesis en. gel de nollacrllamlda., .
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 GENERALIDADES

. Ant01nmuni&aa.

La autagnmunldad se piede establecer como uns condlclén en
la.cual se nrcduce daro estructural el func1ona1 nor la’ reaccibn
ae 1nmunoc;tos o antxcuerpos hacza,ccmponentes no:males del. cuer
- po: (6). Esta deflnlclén postula&a por Burnet no o8 sln embargo
acentada;paf todos- hay autores como Grahar que con51deran &l -

szstema 1nmnn016A;co no como un mecznismo de defensa, sinoc conio

‘un sistemz fis1ol6gico encargado del manejo de sustan01as cas-
;tab611cas ¥ metabdllcas,, con51derando la apquclén de gutoan-
”t1cuerpos como un Proceso. normal {7}. Este mismo autor gsume -
gue los‘conSmltuyentes pronlos sonvﬂormalmente degradados por

enzimas sutel

icas, pero en cagos de destruccién m831valde - ‘ ;
tejidos, eatas enz1mas‘pueden ser inhibidds por exceso de susA i
trato, sxen&a entonces cuando-se praducen 1ds autoanticue:posa
AOtros sutores, entre ellos Boyden. nzensgn.qnp A= aLtClnm uni— - @ e
 &¢& representa un proceso lelOIGglco normal,con.una importan- o
“te funeién en la eliminzcidn de productos devdegradacgdg,ge--
" Ayler de 1¢ eirculacidn (8). | '
Desde que se observé, auprlncxgzcs de este 51510, 1a pre=
‘gencia de estos fendmenos autoxnmunztarios, se hzn sugerido -
verissg hlp&%&sms tratendo de dilucider dichos Procesos.
Entre estas teorfas. una de las mis eonocidas o5 iz teorfa de
las "clonas prohibidas® de Burnet, la cual enuncia que las -
clonas cspzces de sintetizar sutoanticuerpos son destrufdas en
el estado embrionario ¥y por tanto lz spericién de sutoanticuer—
pos ser{s uns ccnsécuenciafde;mﬁiacianes‘scméticas:(9).
Esta teorfz gue en un principio fué zceptada y que sifuie siendo
#til en un amplio sentido, hs sufrido eh el presente algunazs -
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modificsciones, Se ssbe que sunque lzs mitzciomes sométicas -
oﬁﬁfrénxy’pué&eh'pfd?acar‘algunas~me&ifica¢iﬂnes~pérbieles en
le estructura de 1nmunogldbu11nas u.otras prokeinas, son un =
fenémeno gl azar y'nc pueden expllcar a) los easos de.autoantl
k.cuervos esneciflcos inducidos expetlmentalmenﬁe* B) la frecuen
te aparmc;éntde autoantlcuerpos en:. naczentes gue sufren- de &es;
trucclﬁn de un drgano o tealdo- c) '3 la«especxfzcldad de estes'i
suton ntzcuerpos a dichos tejidos (7). ' ;

'Ademés ge han encontra.do 01rcu1andn células B ncrmales del hom
bre con: receptores de membrana, que son potencaalmente reacti-

" vos con ccmponentes Droplos (como el ADN y'la,tlroglobulzna),
jqf‘tanto, parece que los lznfocltos capaces de reaccionar a’
1ﬁsﬁautoant£genos se encuentran narmalmente presentes, perg eg-
‘t&n suprimidos o inactivades (9). » ‘
" :Actualmenue se acegta,oue en Ia patogénes1s de 1a.enferme— '
Ea&»aut01nmune desempeﬁanAun panel 1mportante aactores gené—=
.tlcos, :nmunolégicos T viralesi(l@). Ha& eviien91as que sugie= .
rgn_gge.105;§enesNasoc;aQo3,con~glilncus princ;pal denh;stoqqg
" patibilided en el hombre (ALH) pueden. ser también importantes
én 1=z regulcclén 1nmun1taria y en 1s patogenla de 1a autoxnmup

mo ia hepaﬁitls crdnlca activa y"la.tlroidltzs cr5n1ca son mésv
‘frecuentes en los enfermos con AEE%BS.» '

se ha.dbseTVado que- 1z ‘manipulacién de autoanﬁigenos 8N UNH -
fcrma.que est1mu1e la funcifn de lzs célulag T ¢arlliares {uso
de adyuvantes, portadores 1nmunqgén1cos, antfgenos de reaccién
cruzada,ete.) induce tembién fendmenos auboinmunitarios.
Hay evidencis de alteracifn en el balance éntre linfocitos T ¥
B en situaciones donde concurren anticuerpos zntinucleares y =
autoagresién (1l). - ’ |
Muchas de las enfermedades vor autoinmunidad son mis comunes -~
en la mujer gue én ¢l hombre. La desigual distribucién segln -
el sexo sugiere que el sisteme endécrine, atravds de las hor-
monas sexuales, ejerce algin pepel en la regulzcidn del gise—
tema inmunitario. i




Algunas vzrus han sido asoczados a enfermedades-autoinmunes- :

gue cursan con annlcueryos anﬁ;nueleares, espec;almente en rapﬂ

tones RZB o en hibrléos KZW XRZB E (12)

Entre los p051h1es EQCanlsmos ﬁe 1ndu301én de aub01nnun=dadg'","

A se sngzeren,(g) .
._1) Inyeccldn de ﬁeji&o»homdlogo con. adyuvante completo de =

FreundJ,

2). 1nfeec16n por wvirus gue contlenen antfgenos que dan reanciﬁn‘
cruz&ﬂa o ?1teran.1os antfgenos del huésped haczéndolos auto— K

Vinmuregénzcos.»"

3) fi;ac1én de haptenos extrancs (como medlcamenios) &n lcs fom

Jidcs del huésped.

- #) estimnlo 1nespec£f1co de la actxvmdad de 185 células’I’anii—=j

, llares. :
- B} eynonlcidn 8 antigenos extranos de reacclén cruzada.
6) pér,ida ae 1la aﬁtzvldad de laswcélulas T supresoras.
En bzse 8 sus caracteristlcas clinicas las enfermedp&es v

»ﬂautolnmunes ge hen -dividido en diferentes sindromes 1nc1uyendo:_

,Lupus*Brltematoso Dlsemlnado, Artrztls'ﬁeumatalde, Enfermedad

Mixte del Tejido Conjuntivo, Sindrome de Sjbgren y otras (13,»-l-f .
14) Uns - ﬂellas caracteristicas més ~coniocidas de las. enferme——
dades'autalnmunes .es la.aparlcxén esponténea enﬁls sangre;de =

_ .sntzcuerpos dird jdos eontra los antfgenos prapios (15),5265?4
'imés de ger multszrmes en suA51ntomatologIa'y su curso (1)_

Anticuerpos Anhlnnclecres (AAh)

EL &escubrimlenta del fenémeno LE fué de sume 1mport¢nc1a
€n el des&rrollo del ;oncepto de‘autaznmulmﬁaduasomxado‘scn~-'
enfermedades humznzs {16,17). Poco después se identificé 21 -
facforrrespaﬁsébmé de~este:rénSﬁenc‘comq~un:aniicnérpo dirigi~
do ¢ontra ntcleos celulares, demostrando que el ‘é_cfi:d‘g nucleico
era inmunogénico (17). : | |

En ¥aTias enfernedsdes reumsticas y en otfas gue no perbe-
necen 2 este grups, se hen demosirado AAN dirigidos contra di-
ferentes mecromoléculeas nucleares. Estos AAN son especificos =



i

‘para muchas constxtuyentes nuclearES«
dcido deoxxrlbonuelezco (18), deox1r1bonucleooroteina (1931'? ,
hlstonas (20), éc1do rlbonuclezco (21), materlal nucleolar (22}‘.'

‘ferentes, 1nc1uyendo -

;puede usarse como'unaJev1dencia gﬂra una etlologia 1nmunol§-

;gica.j>

If

'cue aparezcan,AAK aue perszsten ¥ s6n capaces de 1esionar te—
- jidos & través de- 1a.formaciﬁn de complejos inmunes, que dlS-
' criminan entre los comnonentes nucleares ¥ Tesccignan con macro . o
- moléculas'especf fcag, ‘segregando enfermedades dmstlnguxnles O
por ese marcaje inmunolégico, és siniembargo desconocida {26).
En nuchas enfermeaades humanes la presencia de autoanti-
cuerpos en el‘suero indica 1a 1moortancla de 1a autolmunxaa&
~en la génesig de tales_prceesns@‘Por ¥rnto, la deteccidn de -
ééies'anticuerpos es uno de los elementos claves para el dieg-
néstico de dichas enfermedades. | N
Los AAN pueden detectarse mediante dlversas hécnlcas comg 88 =
muestra.en el siguiente cuadro. (26) )




'.HEiQBOS BARA:ﬂﬁmgtThn ANTICUuRPUS ABTINUCLuﬁRhS

imﬁiqpa; R o | ESE§51BIﬂIpAD‘ EE

-»ﬂuchterlony e " Llmeg
”@'contrahnmunoelectrofcreszs-V L ;'iﬁiﬁlpmﬁg
_Az]_n*l;-[nac_ﬁﬁn._f s : , :

- nprtfcf_wsrlnertes ‘
- hemaglutrnaCIGn

.4n de conplemento

Inmunofluorescencia .

Inmunoen21mas_-'

- Radicinmunoensayo

'Los 1nic1a&ores de esta técnica fueron Cocns ¥y col. (28), quie—

,jnes observaron. aue los ant;sueros conjugados & fluoresceina;-

“'daban,una flnorascenc1a amarzllo ver&asa dlsilngulhle de la -
autofluorescencia.azul de los tealdos._

A través dezla.experienc1a se ha obgervado que diferentes SUew=
Tos de,psgLeg&es-prgdage~~di£sregiesw§a_;enes de tefiido nts=
»éiééf.gﬁ&ﬁ@é son probados con 1a técniea cuidadosamente estan~
ﬂéﬁizada‘enAsegéiOHESude'ﬁﬁga&g'dewrataphnrmal,(zgjs 168 dife=
rentes sueros antinuclesres producen diferentes patrones por-
gque contienen inmunoglobulinas con afinidad para diferenbes -
canSﬁitu&Eﬂ&éé'ﬁﬁﬁiééﬁéﬁ} ca&&”ﬁthCOB'unéjladaliza¢i§haQitﬁlﬁa
Sica particular dentro del nicleo celular. Esta obgervacin ~



_Estus petrones de téﬁ,,o nuclear 56 dxferencian por 1a locallza e

’”c1df:ae 1z 1nmuno£luoréscencza en la s;g?jente“icrga:ﬁ _
‘ i. homogénea- nﬁc eoa iotalmente teﬁf&as con 1a mxsma‘ln
 tens1éad.' ' ’ ’ B B

. 2. pe

"-.iéﬁi&5ﬂgl nﬁc;eo.'
cipalmente en el centro del»nﬁcleom:_' P
’ 4.jnucleolar' nitcleolos unlformemente teﬁidos.u

B¢ debe Eoﬁsiué‘f*a’f* oue- e.t. _yuux.on ous&x vauc -Cof ‘Cum determinad

:1mnortancla, ya aue algunos anﬁigenos nucleares gon. solﬁbles y

se reuuiere fzaaciﬂn ‘previa, pues de otro modo pueden ser elui-.

dos o redlstrlbuidas, dendo: asi un resultado falso negatzvo.

Comospuedewohservagseg ig técnica de 1nmunox1uprescenczacmng-7 B

directe ha venido a constituirse en una herramieatsa valioss en

la determineciSh de snticuerpos sntiniucleares; sin embargo, no

- debe pasarse por slia gque és$a~§rﬁebaqpragenta:aiertéa-limita‘
cionesy es decir, necesita ser cuidadosemente estandarizads =
para cada tipo de sustrato, con conjugados fluorescentes de =
una relacién constente fluorescefna~-protefna, Qfeé,enﬁg velor =

limitado en ls cuzntificacién e identificscidn de variom antis=

1fér1¢o-'numerosos puntos de fluorescencla en.la perl'ﬂf

eado’ los~puntos de fluorescencza se obaervan prin—-f

ﬂiqtlnta‘ailuclén. El.maneao'del sustrato tamhzén es’de suma.—”
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~- ~—cuerpos antiruelesres especificos y puede proporcionar resulta-
dos fzlsos negativos en ciertas enfermedades como Sindrome de
Sj6gren y msclerosis Sistémica Progresiva. Una de las principa
les ¥ més Vullosas aplxcncxones de esta técnica en el Lizborato-
rio Clfnico es la detecczén de enfermedzdes reumbticas sistéem
micas. o ' ’ ‘ ,
Enﬁre'IOSEposibleS‘mecanismOS‘aue contribuyen g la patogenia -
de las manifestaciones autoinmunitarias se menczonan {10):

~ &a. deflo a 1as membranasg celulares, comg congecuéencia de la
acecidn de autosntmcuerpos y complemento.

b. reac01ones inflamatorlas nrovocadas por los complegos
autoantigeno—anticuerpo-complemento. ‘

c. citotoxicidad debida a les reacciones de los linfocitos

_sen31billzados ‘con los. autoantigenos de las membranas celula=.
res. _

De 1o expuesto anteriormente se deriva oue bésicemente los
mecenismos de lesién provocada por auﬁoantlcuerpos son- el =
efecto citot6x1co dlrecto del antlcuerno sobre las células ¥y
la formacién de comnlejos inmunes canaces de activar comple——
mentos _ -

EX Lunus Eritematoso Dlseminado ha serv1do de nrototlpo para =
el estudio de las enfermedades producidae por comple;os inmu=
neg. El snticuerpo y el antfgeno se comblnan“en la sengre 6 en
lés tejidos ¥ forman;nn;compleaoflnmunibarxo que»pone en mar--
cha varios procescs que pueden desfruir las células portado=-
ras del sntigeno o dsfar los tejidos vecinos. ’
'El‘anélisiam&eﬁantiéuerpds‘antinﬂqleafas*esQYa«unagpréética.de
rutina para el diagnéstico de enfermedades Teundticas genera-
lizadas, proporcionsnda avances précticos en el tratamiento de
dichas enfenmedédes: También es de suma importencia la aplica—
cién biolégica de estos autoanticuerpos; se pueden seleccionar
sueros monoespec{ficos que tengan altos t{tulos de autoenti—
Cuerpos a-canstiﬁuyentés~nuc1éaﬁesfindividugles@ Estoa puedén
ser usados coma Teactivos individuales en la deteccibn y loca-
lizacién ultraestructural de antfgenos nucleaTes.



,ﬁﬁiiﬂéhos*nuclearés,,

Conszder&ndo 1a~capacidad,ael smstema 1nmnne para respon— .
der a los dlstxntos antigenos extrapos, resulta sorprendente «
'1ila falta.de resnuesta a-los antigenos nrapmns. La hipét881s de:
Burnet de. s 18 seleccxén clonal nrcpone qneAdnrante la. época.em-
brlonarla.los lznfocxtos que entran’en ccntacto ¥ reconocen«-; |

do<6n1camen e“los 11nfo-',”

autoantigenos se desﬁruyen, subszs den ,
01tos cspaces de reconocet anﬁigenos extranos.»Este autor'asu-
e que cualau;er antAgeno presentado al embrién vertebra&o en
‘desar*ollo, puede claSLflcarse err neamente como pronze.‘F ‘
prerlmentalmente e ‘hen logrado nroduclr estudlos de toleran—
¥c1a inmunitaria ‘exponiendo algunas gnimales a antfeencs eﬁp-(f*
S n<embargo,‘c1ertos anti;-b

:tranos du ante el periodo fetal;'
,,genos provocan una.tolerﬁncia mayor;que otros, ¥ la &uracxén {‘; ,?;mf

"de la tolerancaaue rvarlable tamb,.n.; : : _
‘ Las excepc1one Hl mecanlsmo de autotoleranc1a no- solo tle

,nen\lnterés por'a 4mlsmas, szno por “ia qug 'efelan .sobre los -
*mecanismos normal s da reguvacmén‘inmun‘“égxca. Por eaemplb, *"ﬁf; ;;;Q;

s

;gn 1aLane~los 1§nfag;tonqmnaﬁtrcn.’a:géx;maTSugneﬁuibiEV
rdad para la xnducczén de le tolerzn01a por con31gu1ente ale] se
vEESrerlla ésta, ¥ un,contacto posterldr'con el antigeno ha =

de provocar respuesta 1nmune. be ha.propuesto un mecanlsuo pa~ :
tdgeno de- este tzno en cxertas~enzermeda&es por aut01nmun1&ad t
(163, S . o
Sin efibergo,, contrarlo a 1o expuesto anterlormente, se ha demos

trado 1la . P:eseneza da ent;c&erpa ‘%ac;aAuirbsgqnuglna {orotef-
na. de gran tamaﬁorﬁmntebizadawy.almagenadauenTlaxgiéndulérti——
roides) & pesar de sintetizerse en perioaos~£émpranos‘dé~1av-
vida fetal y circular en pequeﬁas cantzdades, aunaue 31gn1f1-_
cgtives, o
Los<fenaﬁenqs'autdiﬁmunifaricsireﬁneﬁ‘hﬁa emplia variedad
de antigenos; entre 1os gue se encueniran los antfgenos nuéles
res gue se¢ consideren de importancia particuler en ciértag —-



/ Qulzés el comnend:.o de las enfermedades por» autmnmumdad
en 3,0,3 seres humangsl gea el Lupus \Eri‘h.ematoso,, Diseminado (LED).
En esta enfermedsd el paciente produce un ginmfmerc de anti-—
cuerpos frente 2 diferentes componentes del organismo. Algunos
de ellos estén dirigidos contra los antfgenos nucleares antes

“menecionados.



L an una.variante del hunus Eri&ematoso Diseminado qpe se carac—‘

teriza,por ausencia:de 1e816n renal v anarlclén‘de una forma = -
edematosa de esclero&ermia ‘en manos, mloSLtls, adenqpatia ¥ mo=
tilidad esafégzca (31} En estos pac1entes ‘es bajo o nulo €l ~
‘nivel de anticuerpos snti ADN, responden répidamente a los cor-.
ticoesteroides y”muchns entran en remisién casi édmﬁieta.dé‘la;i‘
eufermedad. se ha observado en ellcs altos 4ftulos de anticuer=
. TO8 a\los anxigenOS'nucléares Sm y EPE &rzbonucleoproteina) -

m’El_antignne niclesr Qm esta co Eluelaao dentro de 1a,categoria

: de«las proteinas no hlshonas. Los anilcuernos 2 proteinasraci- '
dicas nucleares 1nc1uyen al ant{gene Sm, RNP (rlbonucleoprotei-v

g na), SSA (antigﬁno A én el sindrome de.Sjbgren); SSB (antigeno o

':B en el sindrnme de saﬁgren) Y aquellos antigenos que sén reac~
;uzvos con sueros de pacxentes con Artrxtls Reumat01de‘y Escle-

»-———“f.cda;ﬁ%a) e ‘
'Estos anticuerpos se 1dent1flcan; or métodos de- 1nmunodifu316n, .
: en los cuales la identiazd 1nmun016g1ca ha‘sldo demostraﬂa con .
'”un‘suuro de»referencla esténdar.. kS L - )
A:n la sxgu;enﬁe tabla s°~muestra la asociacxén que.-ge ha enccn o
. trado entre CIErtOS autaanticuerpos o antigenos nucleares.y -
determlnadas enfermedaaes (26) f:‘k‘ L L

ANTIGE&DS NUCLEAEES Y ENFEhMEDADES ASDCIADAS

Especiflcidad antigénlca - Enfermedad asociada
BN PR icuerpos & ADN - ' : A ‘“
as ADN pstivo I Anticuerpa probablemente restrln-
7 . gido a LED. ’

b. Determinmsnbe antigénico Titulos &ltos de este snticuerpo
a Anﬁ‘ﬁefuna y doble - en LED. T{tulos més bajos en o--
cadensa. | tras enfermedades reumfticas.

¢« ADN de una cadena. = Anticuerpo presente en enferneda~

| des reundticas y no reuméticas,

-
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_ Especificidad antigénica Enfermedad asceiada
2. gnticuerpos a.histonas |
8. H2A-H2B - = . se encuéntra frecuentemente en
| - LE #nducide por drogas ¥ con me-
, - mor frecuencia en LED.
b Hl‘ H3~H4 o - LED:- -

»

f3y.Anﬁicue:pos a proteinas no hlstonas

a. Antfgeno "Sm” - : antlcuerpo prdbablemente restrzn’

»:gido a.LED.

b Rlbonucleoproteina nu- »‘Tiﬁulos #ltos en enfermedad m1x~
clear. : e ‘ ta,del‘tegi¢q con3unﬁ;vo y-més -

o -+ . - bajos en otras enf. reunéticas.
ce Antfgeno "SS-B" . Anticuerpo presente en Sinarome
e C U ’wde ssﬁgrgn.‘ ; : s
» 4,.Anticuerpos a otros anttgenos nuclesres

- LANA (antigeno nuclear -<Leucemla mleldgena aguda y otraslf,'
. " asoczado & leucemia) 1eucemlas. - o
v b bS'A .‘f“ 2 ".:f S{ndrome de sjﬁgren v LED.

Co RARA (antigeno nuclear— tArttitis reumateide y Sindrome -

~ asociado con artr;tis- de Sjogren con artritis reuma=

~ 73 P SR O~ P Y - — e . ' .L P o = iz - RN R
. -reumatsdde). . -- - . toide. Seee T

De‘particular importancza en nuestro estudio, el ant;cuer—
. 'po Sm .ge eonsidera un marcador 1nmuna16glco del. Lupus Erltema-

t0s0 ‘Diseminado. No ha.s1do‘descr1touen‘otras,enfermedades reu-
'mﬁticas:genéfaliZadas-oz@ﬂ»cﬁfaﬁ‘éonéiCionés que cursan con an-
ticuerpos antinucleares. Por tanto la deteccién de dicho anti-
Cuerpd €O Sueros ﬁé*pﬁﬁiénﬁés es‘&ef#éioi’élfﬁicdfén_el digg——
néstlca de LED. ‘

El princxpal problema en la identificacién de anticuérpos
‘a ant{genos nuclesres estriba en la dificultad de contar con <
un entfgeno individusl purificado. Debido a’esto, es de suma -
importencia el 2islamiento y purificacidén de antfgenos nuclea-
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gran valor en el reconoclmzento de anuicuerpos esoecif;camente'
esociados con ciertas enfermedades. o
‘seAdecid;éuabgrdarsglvestndlo de‘estéfgntigenﬁ en pariici-
lsr porque muchos de los pacientes que ingresan al Insﬁi’tﬁﬁ'o' -
Bezcional de Cardiologia presentan szntomatologia.de enfermedap _
des.reuméticas, ¥ empleo de un antigEBo nurlficado ayudaria 2
establecer un diagnéstico més répldo y nrec1so de dzchaa-enfer—

medades.v4



- MATERIAL Y METODOS -

‘g'l. Haterial clinico. s \;" o W
ERE: - Y Pregaraczéa devInmunor*obulina G_;Igﬂ) de’ los sueros.

Los sueroa fueron uaados como reactivos inmunoqpimlcos de
fmuy alta especific1dad para azalar e 1&ent1ficar al antfgeno -
*Sme Se usaron sueros de pac;entes con anus Eritemsxaso Dlsem1‘ r
~nado ¥ 8e- selecczonaron aqnellos conteniendo antiauerpos al an-v
"tigeno S Estos. sueros moatraban ani:cnerpos anilnuclearea po= ';iﬁ
H_,nfensayos de Inmunofluorescencza indirecta, con un pa-g*»
tréh’predomlﬁanxamente moteado- en pruebas de'inmunodifusidn -v
"mostraban una,linea.de preczpitaciﬁn ﬁhlca en identldad ‘con sug

ros prototipos enti Sm.u1j;j , . , : »

‘Se trabaaé con cuatro sueros, tres de ellos perteneclentes AL~ . o
gexo femenino. con edades de 33, 19 ¥ 18 affos y el cuarto’ suero N |
nertenecfa a nn uaczente del gexo mascullno de 20 aﬁas de edad. -
‘Ona _vez estahleciﬂgxqv ﬂnr&n*ervaati Say Tos suerog 56 precipio B
taron.al 50 % con(aulfato ae amon;o saturado (sas) y se. eluye-
ron 2 través de una. columna de DEAE—celqusa para obtener'la -
fracci&n I1gC (32) con activ dad anti Sm. -

b, Preperacién delantf emo.
 El antfgeno Sm fué obtenido junto con otros antfgenos nu- -
-cleares a partit de un extracto aceténico de timo de conejo -
{Pel*Freeze Bioclogical.Co.) mediante la siguiente técnicai
* l.=Se hizo una suspensién gue conteniz 75 mg de extracto
de timo de conejo {ETC) por nl de PBS pH T.3; azida de sodio -
0.01%, EDTA 0.0L M y PMSF (fenilwetilsulfonil fluoruro) -
2X%X10 7hp El PRSF es un inhibidor de proteaszs (33).
2.- Se extrzjo durente 4 hs & 4°C con sgitacién magnética



& Bajs velocldad ¥ sih a*ouucczén de esauzaigara gyiter deana-

—oura.lzac16n.‘

: 3_- Se cent’zfugé & 10,000 g durante 15 min.

A _ Lo e separ& el sobrenad-nte, cuyb cantenldo nrotezco va-'f

‘ ria.de 10 - 15 mgjml

Se= He se“aré en pequeﬁGSJalicuotas‘y -se glpacend a —20 Ce
HOTA: las técnxcas ¥ soluciones cuya descrlpcldn.no aparece’
én esie. texto, se 1oca11zan al flnal, en el Apéndzce. ‘

&

IT. Erocedimiénﬁo sue. se 'i-n i85 _en 1a.nur1f1cr01én ael antfgeno.

 pESZ™

 dondez

:m:= sasas ik :soaféf- e =

Eca pasos genereles que se sxguzeron en la pur1f10a016n del

antifeno Sm se muestran en. el sagulente esqpema-

m pp. R

de haCl ciag,entérgurg., : R b

" Ag Sb

SephacTyl S-200___~. Ag Sm

ETC: extracto de timo de coneao

0

'SAS~ sulfato de amonio saturaec

Ag Sm np.. antigeno Sm Draclpx‘ado

'DES2s DEAE celulosa

Ac: anuxcuerpo

C.I.z complejo inmune

#. Precinitecidn con SAS.

Estr técnica se basa en‘quével,agua~de'lalsalaciéh,prateia
ca eg capbursda por las moléculas de sulfeto de zmonio cue ge ~
eatfn zgregando, hasta que 1lega un momento en que 1la cantidad
de zguz nresenue no es suflc&eana pere manteder en golucxdr a
las molécules proteicas, sobreviniendo asf lz precipitacidn -

&

)

f$

\)l



;El extracta nu”lgar abten;dn {ver nrepara

e tratd con SAS para obtener dos diferpntes “recib,taciénes, iw'e_

‘35 ¥ 60%, pues se ha. &escrito de este manersa umE purzfzcacién
.;parcial del material antlgénlco (34). Cada una de las fracc:c-

- nes dbtenldas (dos preczpltados ¥ un sobrenaéante) fué probada

dextrana,

%'mediante la,técnica de Guchterlany; pera reconccer en cual de
ﬂellas se. encontraha.la reactlvidad.antlgénzca. , :

';b.,Cromatogra;*n- ’fv SR "Q"'

1. Intercamblo idnico. LA e

El 1n%ercamb10 lﬁnico 86 puede deixnlr coae el 1ntercambzo

r‘reversible de 1ones en solucién eon 1ones electrostétlcamente
,,unldos " un medlo de soporte insoluble. Las maﬁrzces generaI-
’mente uﬁadas en la separac16n de.proteinas gon Golimpros de =

poliacr;lamlda y 108 derIVados carga&os de la celulo— .

compuestos cargados, estriba en”que pueden encontrarae 1as con=

fdicicnes baao las cualas algunos compuestos se unen4electrost§; F; 

- EL extracto nuclear'se puriflcéhaftravés de nna‘columna de
DEAE celulosa; debzdo & las. caracterist1cas de qarga de 1a ma—

i._7‘(vcar:g‘a_.~yt:as:i.'_;va."},,‘»gdelq_ tfgene;Sm (Cnrsa'ucbaﬁzl‘

“esnos casos, en que el componente qne se desea seyarar ‘se. une

-&.la metrlz do le columna, es neceSarlo aluirlc, ya sea con un

“;te caso Se usd un.gradlente llneal de cloruro de sodlo cuya ccn

v centracxén iba de O & 0.75 M. Este concentracidn se eligié me—

B, SO

diente ensayos exverlmentalps nrevies, obs erx‘-uuae que en es:e

rengo de concentracién era posible recuper l material enti~

génico. o ; ;
Se usé une columna cuyas dimensiones son las signientes: altu—

'ra 55 om, difmetro 2.0 cm ¥ volumen 150 mlj el amortigusdor -

ﬁsadg,fué-TRIS-POA;O;OGSJEQ§Hvagag'larvelbcida& de flujo =



mente uno &el otro en la concentraczén,protexca,total de lav- .
muestra- sto es, se usqron 460 ¥ 2&0 mg de proteina total en

Se d uermlré la,abaorbenc1a a 260 ¥y 280 nm de cada une de 1as
;raccicnes colectadas ¥ Bu activ1dad.ant1génica«por cantralnmnno

electrotcreals (CIEF) & inhibzcldn de la hemaglut1nac16n (IHA) .
2. Filtrag;ég_ggAgel.;,:W;;, ‘”,;;;ﬁ;;;x;;ﬁa4wr%=;=#" R A

La seaarac16n de nntigenos y «nbxcuerpos en bese 2 suﬁtc-
maflo” moleculer pueden ser de=dos Dor. cromatogr?ffa e columna,

: v,usandq_geles de- dlﬁg*ente tamaﬁo‘dejgero.>EgengLalmen§§,el -

principio de esta técnica es que las moléculas més grendes que
21 bofo del gel no puedénbﬁenéﬁfaf‘laﬁ“pér%fﬁﬁlés del ééi’f pe= .
szn & través del 1fquido en las pgrticulas. Estas moléculas son.
elufdas prxmarc- las moléculas nés nequeﬁas penetran ias nartiL
culas del gel y son elu{das mas tarde (ﬁbf;' ' _
Conszderando que sl pE con el que se trab936 {oR B. O) con B i
| tla columna de 1ntercamb10 16n1co, muckas-de 1as proteinas po= -
. Seen cargawnegativa ¥ pue&en por tanto ‘seguir como "contaminzn-

tes™ de 1z fracczdn antigénlca, -8e decidié fraccionzr el ma“— - =
“Teial con qctlvadad antlgénlca nhtenldo en la c6Tumna de inter-

_eambia, inico; & través de tna colusna de Sephacryl’ s-2QQ,. .

Ia filtracién en gel es fma técnica usada en la seperscibn de

#zcrozcléculas de diferenfé'tzméﬁormqléculér;ﬁla‘mat?iz:qae:sé?"'
nadwprésen§a=un:rgggﬁ~deaSepargciﬁn_ae‘préteinas‘ie‘S,OUO,a\e
240,000 daltones: . ’ | |

Se usd ﬂﬁancclumna~cOn.las“gigﬁientegiﬁimﬁngiéses: altaras 106
cm;,&iémétzé»éqsicmfj‘volﬁmenv§503ml; el amofﬁiguadofrusado»-=l‘
fu& PBS pH T.3; la velocidad de¢ flujo empleada fué de 0.3 ml/f
“min y el volumen de cade fraceién colectada fué de 80 gotas
{4.5 ml). Se hicieron también dos experimentos derivados de —

los enteriores, introduciendo la misma varisble; es-decir, la
&oncentrecidn proteica- unséndase paras &1 primero 90 mg ¥ para
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Ag:bé exnerxmentcsuse_lleraron a cabo a tem—

7:perstura amblente. , 4
~ Se determxn& 1s ebsorbencia a 260 ¥ 280 nm de las fraccxenes -
colectadas y su actlvldad antigénlca por CIEF e IHA. Se concen—
traron 1as fracclones correspondzentes y ge determlnd su conte—

5nido grctelco.,

T Electrofbre81s en gel de pollacrilamida.

L Las técnlcas electroforétlcas han 31do de-las prznc1pa1es
E herramlentas usadas en 1a caracterxzaczdn.y ensayo de pureza
delas macromoléculas. . , C ' S
‘Este nétodo se basa en el hecho de que moléculas tales -COmo: el
o ADN, ARN y'uroteinas poseen una carga eléctrica, ¥ por tanto
S son capaces de moverse cuando son- colocadas en un cempo eléc-
»4trico (32,37) La primera 9ub11cac16n.30bre la apllcaclﬁn de -f
" ests técnzca que atraao muchO‘mnteréa fué le de Tiselius, Pos-
terlormente Se . hlzo una«mcdlficacién de este téCnxca, la ad1c16n
~de un. detergente anidnzco, dodecll sulfato de sodio (SDS), sien
- do: usada por vez primera,por Shapzro ¥ cols (58)'y Weber y Os= :
':born (39) Zntre 1e8 varlaciones ‘que Se. conocen de esta ‘téenica, e
”_>se encuentran las electroforesis en tubo y en placa,en gel de ' ’
AVnollacrilamida. hn este trabajo se us6 pr;ncxpalmeute 1a ==
;~&levtrnfnra=’s en placs por las ¥s ntaﬁaa que ofrece soote'Ia'Q;
fjelggbanqn55$s,en_tubo; es. decir, €l hecho de gyue en una sola
‘élﬁéajée puede hacer nga;qomparag;énfmés_di;ectawda 1as.mueaﬁ~
traS'Eajd cbnﬁi¢f6ﬁé§7idénticas‘dé;pH, ﬁeMperaﬂﬁra, cbrrienfé
¥ voltaje. En esne tipo de eiectroforesis ‘12 acrilamida se po=-
" limerize entre dos placas de vidrio {40,41).
Le electroforesis ae’usé_como,un.criter;o‘de‘ynréza, para
determirar ds una aaﬁ‘?&,ﬁcﬁiafaﬁiVauéi grado de pureza alcan-

“«

zado.
Sa prepard una placa de poliscrilamida sl 12.5%, sometléndose

# electroforesis SDS las siguientes muestras: extracto,nuclear
inicial, las fracciones obtenidag en las columnas de intercam-
bio iénico y filtraci¢n en gel, el complejo inmune; IgG purifi
“ceds y un estdndaf de pesos moleculates. Tamhign gé hizo une -



fbDS' estos geles se corrieron per duplxcado, ¥ se tiﬁeron, uno:

con azul de coomassie y otro con azul de toluzdina para detec—-'
—tar la.presencla de nroteina y'écldo nucle1co respectlvamente.f:

Las condlclones de corrimiento se mencionan en el Anéndice, en.
41? seccién correspondzente & electroforesis.

B Purificacidn del antigeno & nartlr del comnlejo 1nmune.

Considerando 1= especlflczdad de 18 reaccxdn inmune, se = .

!pronuso aiglar el 1nmunopreclpztado«formado 2l efectuarse la -37

reacclén antigeno—antzcuerno, ¥ e partzr de. éste, caracterxzar
el antigeno. Para consegulr este pnppéslto ge llevaron a cabo

los s1gu1entes pasos: . .- . : S .“az‘;

l.= Se prepararon placas de inmunod;fusxén, colocéndose en f
el pozo central el extracto nuclear y exn 108 pozos per1fér1cosﬁ Tt

e1 suero antl-Sm.‘ R ( ,
DR Una vez farmaﬁo el inmnnopreclpi ”de se. lavaron las o

V::Lplacas durante 24 hs con citrato de SOle 0.17;qu dgspuégﬂconlrwf
:fl“agua destilada. B L P ‘
B Se cortaron cuidadosamente las lfneas de precipitacién.nf-
Lo El gel ¢on inmunoprec;pztado se’ homogenlzé con.alfcuo- '

| tas de 1.0 ml de PBS. Se ceﬁt:;fug§ a;2n000 Tpm-4%¢ 15 mxn-
rf B be 1eyeron las absbrbégéi;s & 280 nm"d@e. cada uno de los
sobrenadantes y se’ di6 por- terminada la extraccidn cuando 86 -
~obtuvo una lecturs 1nferior a 0.05. o o : o
b.= Las fracclcnes obtenldas BE. mezclaren ¥ ébncénttaicn}'
determlnéndose Bl ccncentraczén‘nroteica.  » ”
7.~ Este materizl se sometid a.electrofOTesis en gei:&ele

?6liacrzlamzd§-SDS junto con un esténdar de pesos moleculsres
e 1gG purificada. |

-Ee,ectroforesis en unbo ccn.geles de pollacrilamida al 7 5% ain C




RESULTADOS

I) ?recin:tacmén con_ sulfat' de amonlo saturado.'V ’

'soﬁrenadante y'nlngnn& act1v1dad,en.el precigztado de 35%.

;]2} Cromaiografia de 1utercambio iﬁnzco.__i“

;do la fase de laVado) y
i-'mediant'e CIEF ] vIHA.

> »fcorrespon&ientes a cadzs nico ( ,
: ge. &eteraind su reacttvidad<ant1g'

"antigéﬂzca- en el eluado 1a actxvxdad antlgénica fué &etectadav::

en el primero ¥y segundo pico, slendOPPIedomznante en este 1=

'._tiﬁu, el tercer uico Bo Qresenté ectividad antzgénica. Las = -
,fraccionESwobtenidasxcan activxdad ant;génmca e designarén«en'~"

el transcenrgo e este trahaao ccma activzdades antigénmcas Iy

II,respecﬁlvamenfe. : :
En los cromafogramas se determin6 aﬁemés 1s concenbraci6n de -
. cloruro de sodio en gue se “elufa la activided antigénica, en-

.contrindese &sta en un rango de 0.18 & 0.36 He | ‘
En.eltgrimero ¥ segun&o experimentc ge obtuvleron 112 y 35 mg
de proteina fotal con szetividad antlgénica respectxvamente -’,
{ver tabla I) ’ '

! Drébé mediante.inmnncdlfuszdn doble la.actividad antlgé- :
jnica de las fraccicnes‘obtenmdas al efectuarse la.precinitaclén;
_ 135'y 605 &el extracto nuclear. Se-observé una marcada aet; dad  F;'.
- entigénica en el preczpatado de 60%, muy 1 tivi ’
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Figs. I y II. Cromatografia en DEAE celulosa de extracto de timo de
conejo. En esta purificacifn preliminar se observan en
la fase de elucibn dos picos con actividad antigénica
de Sm (actividades antigénicas I y II respectivemente).
Ia 1fnea discontinua (=.=.=) musstra el gradiente li-
neal de cloruro de sodio usados Ia flecha indica el com
mieazo del gradiente. Ia figura debajo de los picos in-
dice reactividad antigénica.
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- 208 wl. - .'*"“iiJJ"‘

_  111 3‘111. Estas fracc1ones se designarén cOMG: activ;&ades ant1-' S
"»géhzcas B, C y‘D resnectlvamente, en el transcurso de este tra-w

“Agrafia &e la CIEF se peraié resolucidn, debldo & esto, no 86 =

f@}/*TectrofbrEsxs en gél ne nollacrilamida.1

 indjvidusles. Les muesirds se aplicaron en los consles dsl gal

SQ ?iltrac;én,en.gfl.

Se llevaronﬂa cebo dos experlmentos der1vados de los anterlo
rea, sometiéndcse a pur;fzcac;én la fracc;én correspcndiente & .
 1a.actividad antlgénxca I¥ de. la- cromatografia de 1n%ercamb10 -
i8nico, ¥ oue en ésta se ﬂetecté mayar actlvi&ad anyigénlca. '

" Pars’ aetermln«r‘la unzformxﬁad de - emnacue y'el v'ﬁumen de exllu- ::
‘; eidn de’ la cdlumna, se yasé“nna soluc1 n de dextrana.azul en - u;xvﬁg

ﬂﬁﬂd concentraclén de 2 mg{ml, obtenléndose un'VOlumen vacio de

fSE m1d16 la,absorbencia 2 260 ¥ 280 nm de las frac01anes coleo-

' taaas, obtenléndose los cromaﬁogramas de las figuras 11T ¥ IV.

{servan tres plcos hlen.ﬁefznxaos, cuyas fracclcnes corres-

Sé.

.pcnam ntes se . separaron b concentraronApor llolelzacién, se de— L

ﬁernlnd“Su\cancentracidnnnratelca, caro se muestra en las tablas

b33°','

se- yaede observar<en 1a C’EF ﬁe la flgura”v.'Alftoﬁar‘la foto- A

Bas fracc:cnes.obtenlaas en los experxmentos de 1ntercambio
idnzco ¥ flltracldn.en gel el.preclpltado 1nmune esneciflco 4“
dhteﬂ:do mediante la.técnxca ae Ouchterlony, se sometieron & = )
elecirofore51s-SDS, uséndoge un gel de polzacrllamlda £l 12.5%.'H
Lz= muestras h&bizn.sxdo,p;ewiamenhewgisueltas.en,un¢ solucién “;N%

- emortiguadora (ver Apéndice, preparacién de las muestrss) en -

las concentraciones snotadas en 1w table IV y &stes fueron some—
tidas a ebull ticidn durante dos*mlnutos, E1l SDS, en noﬁbinac;én
- con celor y un egenbe reducter ge—mercagtoetanol) causge 1la des-
nzturalizacién de les protefnss en sus cadenas polipeptfdices

AAY e

de poliscrilamida lo més répidemente posible, pera evitar la -



ajééﬁfé'ael oromofen“l aue *né,el 1naxcecor i

_f"va'vs iog' del yeso molecular.~ﬁ

una ~inea.recta &e nendmente negatlva, fzgura.lx, en la cual se
aproziaaron log pesostmoleculares {no conocm&os) de Ias nues-
tras. SR o R
- La moﬁpjjdad relativa experimental determxnada ge 1levd = 1a =
recta,r ge determind la otra coordendde (Log. peso. molecular),_
,_‘ggten;égﬁpse‘dgwggia‘Iq:ma_lgs‘pesas,mplecula:ea. Esxos.rgsul-




tados se encuentran tabulados en Yas tablas VI VIl g VIIT.
Pna observacién culdadosa de estos datos, S1multéneamente con -
las fotografias de electrofore51s nos permlte v1sua11zar 18 -
constancxa.de.una banda ﬂe aprox1madamente 70 000 daltones.
Para 18 dete*minacx6n,de 1los pesos moléculires, las bandas con-

tepidas en cada una de las columnas de las placas de electrofo-

resis, se desxgnar¢n4con letras mlnﬁsculas, en orden decreclen-

te & su poszcldn en dichas columnas.

-

iE

t
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- IIZ y IV, Gromatografia en Sephacryl S-EOO de la actividad annzgé—
nica II. En esta purificacibn se observan tres picos -
(actividddas ant:.génicas B, CyD resnectivamente), £0=
dos ellos con sctividad antigénica de Sm. La figura de-
'ba*j'é de los -picoé indica reactividad 'a'ﬁtigéhica.‘ , ’

La fle ha 1nd1ca el volumen vacfo de la columns.
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TABLAS I1y II1

‘ CI:OMATOGRAFI& DE FILTRACION EI‘ GEL DE I.A ACTI‘\IIDAD ANTT GE‘HICA
II DE DOS DIFEHEI\TES E)LP;.RIMENTOS. Al purif 1carse estas mues-
: tras med:.ante esta cromatografia., dmeron 1ubar e tres fracc;o—
nes. (actividades ant:.gén:l_cas B, ¢y D respectivamente) de las

cuales se muestra su respectl,va concentracién proteica.

 Fuestrs
Aact. entig. 1)

Con¢. proteica

(mg/ml)

| Activ:.da& antlgénica B_ o

Actividad ant1gén1 ca €

sctividad entigénica D

(act. a.ntig. II}

Cong. proteica

(mg/m)

: - Activuiada:ntigénl ce B
Aetividad entigénice C
" Activided entigénice D

0.98
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Figy Ve

"{;Gm:raa.mmoe; fb’* '
las dctividades ant génicas

‘B, C! ;v D ob‘cnnidas pof £ ,jtracién én gel con.

un suero de referencis (S) con actividad de
anticuerps para el éntffgia‘nﬁ‘h&c‘fe‘arf’m; Mam=
bién ge muesire la :ceaccidn aentre extracto

, N
de %inmo de conejo (&) y el mismo SU8TO. -
__,_a nge‘ﬂ'ﬂ'ﬂ aae. Taa 'P'I“Qﬂﬂ-icana m-{’ﬂ!aadag ’

T~ - o iR L N bt i N S

conservan su ac:tividad. antigénica,

TaEia.” S nugstra 1z = .

2.

£l




) -sns. En
usadas en.
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- Fig. VI. Eleciroforesis en gel de poliacnlamda-
A,sns;i‘Coinmnank;,tom;§Eﬁo‘inmunﬁm Columnzs
B ¥ C: Inmunoglobulinz € purificada. Por -

cdomperacidn entre ambos peles se puede dig

cernir gue bandas del complejo inmune co-
rresponden al antfgeno muclear Sm, sabien~

do gue las bandas de Iz columnz A warcedss

¢on una fleche corresgonden a lzs cadenas
pesads ¥ ligers de 1z IgG.




S R GERE Meiimon g ean

Columnaa A ¥ B: acf::.vidades_ antigénicas Iy: _I o

obtem.&as por craaatdgrafia de intercambio ié=
nicc. columuas C, D y E: actn.vidades ant:.géni— 7

cas B, cy¥D resz!ac%i?ambnte o‘btenidas por £il=.
tracidu en .gel. Columna §: esténdar de pesrm' -

:moleculares. La csgnar.acldn en.tre eatos gelea

o estra la persisiencis da una: 'bemda principat
cuya migracién electroforética cae en la regién
de 1z Albfmina ,séﬁz:a, bovina,. '



Pig. ¥ IT. ?lecgrofor951s en‘geT de poliacrilamida~5DS..

Columnss 1, 2 y 3: ackividades ant1gén1cas By, C¥
D obtenidas por ’zltrac16n er gel. Columns 4= com=.

gleja inmune,. Golumna 5. esténdar de vesos moleculares.

Columne 63 Inmunoslunullna<c purificada. Columnas
Ty 8: activida&es‘antigénlcae.if y'I-obtenldas
por crozatografia de intercambio idnico.

le cozparacifn enitre estos geles muestrakuna ban—
da constante en¢cada.nnofde ellos con un peso mole-
cilaer zproximads de 70,000 daltones.
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TABLA ¥
. PROTEI\AD USADAS COHO- ESTAhDAKsS ER ELECTEUFQEnSIS nh GnL DE
- POLIA#&ILAhIDA-SDS.~

Protefna  Péso molecular  Log; Pl  MKovilided relativa

Fosforilssa b 94 000 1,9731 0,046
. Albfimina bovine 67 000 . 4.8261 0122 o

- Ovelbfmina © 45000 - 4.6335 . - 0.238 -
‘Anhidrssa 30 000 44771 o.38%
- Cerbémice _.f - e o
. Idhibidor de 20 100 43032  0.505

 Tansina . : ] ; o
,”Lactal‘nﬁmlna_ 14400 41584 0.662
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MOVILIDAD RELATIVA

Fig. IZ. . 'Trazo ussdo en el cileulo de pesos mole--

culeres. Créfica que mueéstrs le movilided

réletiva (obtenida por electroforesis en -
gel de poliacrilamida=8DS) de las protef-
nas usgdes como esténdares de pesos mole-
culares (ver tsbla 1V) contrz el log,, Ge
sus pesos pmoleculzres.



‘Lo, PROD. MOL¥CULAR

Fig. 1%

£ 36 .

MOVILIDAD RECATIVA

Trazo ussdo en el cflculo de pesps mole--

 culsres. Gréfica que muestrs lz movilided
rélativa {obtenida por electroforesis en -
gel de poliscrilamids-85D5) de lzs protef-
nas usadas como esténdsTes dé pesos mole~
culares {ver tebla IV) contra el log,, de
sus Pesos moleculares. ‘



_ ‘ES@S 'JOLECULARES D:. CADA ULA DE LAS BA.L{DQS QBTEhIDAS "’LE, ILEC=
T.'iﬁ"ORESIS EI& GEI; DE POLIAC?EA}‘IBA-SDS DE TAS ACT’VI“-XDES -
An’T"Gﬂ:ICAS I

'_,"mz:r‘ .

II DEBIY z‘sDA.S DE L& CRO‘xA‘IQGRAx 14 DE Pi“"ERCA.“"‘

Bandas

" Hovilidad relative

' *longM

" Actividad

Actividad
» .an’aigém.—
ea IT

-

4»94 T

4.90 . 79

4415
4.70

56 250

42 170

39 360

31 260

29 170
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TABLA VII

PESOS IOI:ECBI:AR..S DE CA.Dn UNA DE LAS BBJDAS OBTEKIDAS POR -
ELECTROFORESIS Ei GEL Du POLIACKRILAMIDEL -SDS DE INI&UROGLOBU-

;»*

LI A G PUI\IFI.C&DA Y COMPL;JO INI.UNE.

Muestra Bendas lopilidad relative TLogPh  PH .

4.80 - 63 100
4.70 51 290
4.40 25 120
4.31. 20 420

1g6

,_-------'.‘---—1\-_--------—---—'—-‘

& . 0.047 | 4.94 87 100
b 0.076 890 . T9 430
| Jo.o87 . 4.8 77 620
| ¢ Jo.139 . 4.81 64 570
Complejo . JO.15¢  4.80 63100
inmune ' ic.:::ao | . 475 56230
: ﬁ.mgz 4T BL290 .
226 . 4.69 48 980
- j}.asa | C 4.39 24 550
£ lo.488 4.35 22 130




o | IABE& VIII | | |
*fPEsos FOLECULARES - DE CADA UhA.DP'LAS BAKDAS OBTnNIDAS BOR =

”i]ELECTRGFDRnSIS EF GEL DE POLTACRITAMIDA=SDS DE TAS ACTIVIDA-

. entigéni-

 DEZ ANTIGENT Asls, c y D DERlVADAS BE LA CHOMATOGEAFIA DE FIL— '
 -TRACIOB E® GEL. : : : '

’-'_‘Huestra :ag_naas X*io s E

483 77620 -

B o - o A

- hetivided

~eaC

4.85 69 980




DISCUSION -

Ta presencis de sutoanticuerpos al ant{geno nﬁcleér Sm -
unido a determinados sfntomas clfnicos 8e conaidera de gran =
valor'en.el diagndsticoAde-Lu@us Eritematoso Diseminado. h
Desde‘hace algunos anos se ha venido 1ntentando el aisglamiento
'_y caracterizacién‘bloquimlca del entfgeno Sm junta con el an=
t{geno RNP por la estrecna relacxén que se he observado antre
eéllos (4 43, 44) Es inﬁeresante y.de suma 1mnortanc1a el cono="
cimiento de la eatructura de estas mbléculas, pues quizés de &l
este conocimiento pueds entenderée de que manera estén 1nvolup

cradag en le resnuegiaainmnne- . B
De’ algunos expermmentos preliminares de electfbfores;s en
gel de nollacrxlamida se desprende que et entigeno Smi asté _
constiﬁuido tanto por protefna ccmo Dor Lcido nucle;co, ya. gue
los ge 28 se tifieron con azul de ccomassie v con azul de tolu1='
dina respectxvamente« Estos,datos coinclden.con los de varios
autores {45 46) quienes han‘identiflcado al écido nuclelco CO=

Ru, aungue queda por uexlnzr‘ex pépel que desempeﬂan estas?'
pequeﬁaS‘ribonucleoprotefnas en él'nﬁcleo. Se.ha sugerldo que
egtén involucradas en,el procesamlento de KRNMprecursor & ARN
maduro {45). ' ;

Eh los sxperimentos de filtr;clén en gel ge observaron -
tres frecciones definidas, todas ellas con dctividad antigéni-
ca. Cuando estas fracciones sé sometieron a electroforesis en
gel ds pﬁiiaﬁriiamiﬁﬁbgﬁs‘SéwbESérﬁé‘ﬁﬁ;?&ttﬁnpelectrﬁfdréticg
muy semejente en todas ellas, sugirieéndo que el material anti-
génico sge encuenira presente en distintos estedos de agrege—
cién. Estos resultados sugieren ademds que la'unidad\béslca de
egstos complejos agregados estd constitufda par'varioa mondmeros;
ol més significative con pese mglecular de aprox. 70,000 dal-

L
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= bones tf;;é:é;léﬁél;;»tresfmas;~con pesos mdleculares auE‘van .
de 30,000 a 45,000 daltones aprox. ‘
‘qu»comparac;én«entre~los,datostqbtehidos: en las electro-
foresis en gel de poliamcrilemida-SDS, del complejo inmune y de
1as fracciones provenientes de le cromstograffa de filtracién
" en gel, parece ger gue 1z Bapﬁa~prbteica\dé‘?C,QCOfdaltoﬁes'es
1la freccién reactiva, ya‘guejlasvbahdas‘prbﬁeigas~de 30,000 2
vésaﬂﬂﬁ‘&alﬁbpeSugue-se.observén en lgs muestras de filtracién
en-gel, no aparecen _én el gel correspondiente al complejo in-
murne.. e - : S
Como ge menc10n6 enteriormente, varios autores ge han dedi-
| cadoza trztar de dilucidar Ia estructure de este antigeno;
entre ellos Lérne?;;‘col. (45 46), que reportan haber encontra— B
do siete vrote{nas ‘en un rango de peso molecular de 12,000 a =
»32 OOO dzltones nara,Wos dos entigenods (Bm.; RNP), diferencifn-
B mﬁdgse uno- de otro en su contenido de ARK, seis‘ﬁbllnucleétldos
para Sm ¥ solo dos de estos misnos para RNP.
~ Takeno y ¢ol. encontrzron inicialmente seis protefnas en um -
' fgngo ae:péso,molédulax‘déflﬁ,b@ﬁwa'6§@000‘daltgnESLpaza,amboé

' ent{gencs, -detectando reactividad antigénice de RNP en dos pro-
teihés‘derneéo‘moiecﬁiar de 13,000 déltones'quhedahda‘éiﬁ:i&gﬂw»
tificar las proteinas reactivas de bmc(47) ’ . . s
Bosﬁer:ofmente estos mlsmos autores (48) reportan la ex1sten- :
cia de cuatro protefnas reactivas de un peso molecular de 13,000

'daltanes parauSm,jmiéﬁifas-qﬂe~para_BKP*encﬁeﬁﬁran.cinco-gro-
,befnaé Teactivas.de 13,000, dos~ﬁ§‘30,006s3'HQO'més«ae‘BEyGQG
deltones. . -
Whi%é5y‘col_;'también‘interesa305~en el estudioc de estos znii-
genos nudleare53'reporﬁaﬁvhaber encontrado nueve protefnzs con
‘pesos moleculates de 9,000 a 44,000 daltones pare el complejo
de zmbos sntigenos. Mencionan ademfs que posiblemente solo en
tres de ellas (8,800, 9,800 y 10,800 daliones) esté contenida
1z reactividad antigénice (49). ,

¥is recientemente estos mismos sutores (50) reporian haber en-
coniradc'reactivi&a& antirénica pera RNP en dos proteinas; unz
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de TO, 000 y otra de 40 000 daltones, en tanto que para Sm(es -

una proteina de 13,000 daltones, cuando el matermal inicial ha«

bia sido extracto de timo de coneao; cuando usason‘célulaaa&g-

: la,o‘éxiracﬁa;ae*nigédo'&e fata, Ibs Sﬁerﬁ3v2n£i~3m‘eran capa=:

explxcarse aun 8i esta Qroteina fcrma parte del SLtlo antlsé-
nico & es un antigeno diferente de ¢ste.
 De o expuesté anteriormente se puede ver la diversidad de

resultsdog obténidosg entre diferentes autores.y aﬁn enfre dxfe- o

 rentea nuhlzcaolones del;mzsmo autor. o
VProbablemente estas varlaclones puedan erpl1carse en perte co-—
mo resultado del uso de ﬂlfernntes fuenbes de tejido, metodo—

_ogias vorﬁmc1ones de extracczén, alslamlenfo v nuriflcac16n;

ﬁor la nrnsencia de- contaminantea, por-oroteollsls en el trans
eurso de 1a nur;flcacidn sin detectable pérdlda de reactividad,

tamblén ge ha suger;&o que puede ser motivo de var1ac16n el eg=-

tado del c1clo celu.ar en_gque s# encuentren las células del -

vte;ido aue se esté uszndo ¢n el momento dg: La” extracclén (""_
Es importante observar que en los dos métodos usados en’ este <
trabajo en elralslamlento del antigenc sm (métodos crnmatogré—-
ficos ¥ formacz6n del comple;o 1nmune), a pegar de ser bastans
;né alsfmi;es’en su -Gegarrollo arrojan ?ésﬁluaéﬁs muy semejare
tes.. ko obstante, se suglere qne el a1slam1ento mediante la =
- formacién del comoleao inmune puede dar resultados nis confiz-
bles con respecto 21 m&todo cromatogréf;co por requerir de me=
nos Eiempo én su,desarrollo, Y por‘banto, el rlasgo de yroteo—
1isis o contaminacidn de la muestra‘es menor.

Desde los primeros estudios que se hicieron sobre este an-
tigeno {3} se ha tratado de explicar de que manera afecta al -
complejo antigénieco la presencia de ARN y si &ste forma parte
del &eterminaﬁte'antigénicosAInicialmenteJBN? ¥ Sm se diferen-
ciahén'nor le sensibilidad del primero a la accién de KNasa,~
81n eémbargo, recientemente se ha encontrado que Sm aunque en
menor £Zrado también es sensible a la accidn de esta enzima.
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Se ha sugerido que el AR puede contribuir a dar cierta -
“conflguracLGn al comple;o para; que pueda 8ser. reconocide por el
antlcuerpo o que-permita 8l compleao mantenerse en solucién.
:Reclentemente, con.el uso de una 4écnica de transferenc;a der- "
‘las bandas polipept!dlcas»de los geles de acralamlda a.flltras‘
de nltrocélulosa (52) se observd que la sen31bllldad de RHP -3
RNasa,no es deblda a g destrucclén,de'determznantes antigénl—‘
cos como s;empre se habfe’ creido, sino 2 la preclpztacién de =
los determlnantes ant1gén1cos, los cuales pueden recuperarse -
de este nrec;nltado y unrrse a sus antzcuerpos especiflcoa.
| Ko sucede 10 mlsmc con Sm,; en el cuel la mayorfa de los polz-A'
péptldos nermanece en- solucién desnués‘del tratam;ento con = "
Hhasa, por lo que se piensa, aue en parte; la‘reducc16n de lé ,'if'
. reactlvldad.pueaa deherse & Uun canblo en su carga.

Actualmenhe se esté trabaaendo bastante ‘sobre este tens y‘w
s n031b1e gue n*onto nuedan darse respuestas més defxnitivas
" acerca de- la estructura ¥ funcaon blolégzca de estos compuestos

‘nucleares.



 CONCLUSIONES -
:i@; A pariif'&é tﬁ etﬁrécﬁb‘aceféﬁicéidé %iﬁb de cdnejo3'se‘
nucleares. -

2,- De. los resultados dbtenldos en los exnerlmentos de lnter- .
'rcamblo 1énlco, ‘ge deduce qua el antigeno Sm es ﬁe naturaleza.-
débilmente écida. g

'*3“ Los ezperlmentos de flltracldn enlgel y electrnforesis en .

gel de nolzacrzlamida—SDa sug1eren que’ este antigeno se encuen—
1tra presenﬁe»enfdlsﬁlntos estados de agregac16n. - ,’,f“' ‘

'iﬁ° La pe*éistéﬁcié”db ﬁha‘béﬁda*préﬁeicavée ﬁﬁfoxi'ﬁé bdb‘dhﬁ
vvdaltones en log expe*xmentas de; electroforeszs o gel de: Poli-~ -
xacrllamlda-SDS, de ias dlferentes fracczonea'dbtenldas, sugiere
' uue—esta,nroteina 68" ellnrlnclpal comnonente antzgéhlcamente -
- raactiyo ael aniiggng Sm. . .. A«:'r el T S

5}—< Experzaentos prelzmanares de eleciroforesxs en gel de yoll-
acrilamzda conflrman,la.naturaleza nucleoprotelca de eate anti-
fseno, & eatablec1da(por ofros autores (45,46).. ‘ '

B.=« Se observd una marcada estébilldad.del antfgeno Sm én el

tre sngours Q aia la nursf-. enn :’_5}1_ .

7.~ Considero que 1la purificacién del antfgeno Sm, objetivo =
de este trabajb,}fuéAQngiiaa; ¥y que puede usarse en el Labora-
torio Clinico, sustituyendo &l exiracto de timo de conejo usa=
do, para el diagndstico de LED.
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1) METODOS GEﬁEBa—L..S.
a) Guentlxlcac16ﬁ de‘grote{nas.

Se siguid el método deserito uor Lowry~y cole. (53) emnlean
-do el resctivo de EblIn 01ocalteu. Este método esté basauo en
dos reacciones: 1) la formaciﬁn de. un,ccmpleao colorido entre

los enlaces nepﬁiﬂlcOS‘y el 10n cdpr;co en soluc16n alcallna,
y 2} la.reduc016n del reactlvo fosfomolibd1co—fosfotﬁngstzco
‘ por el complejo cobre—proteina. Su sens;bzlldad es de. 0.005 -

. 02 mg'de*proteina. ’
‘Reactivos:
Solucx&n,A‘ , e

| Tartrato de sodio 2.0% - 0.l aml

Sulfato de cobre 1.0% 0.k ml
carbonato de sodlo 2 0% en— » : 5

R NaOH 0.1 N . 10.0 AL
Solueidn B: . e o R
Rea’-éﬁivd de :E’d‘iﬁi Ciocalteu - 1.0 ol
' - agua &eﬁu.u.aua O R 1,,95 51—

Téenica:

L.~ Se elabora'nna curva de callhracidn haclendo dlluclo--
nes de una solucidn que contlene'Albdmlna sérica Yovina 22% -

; para obtener concentrawlones que van de 6.85 ~ 110 ug de pro=
tefna. _ . o '
2;-Sethmawuna,21£Cudta‘d970g1 ml de 1a muéstra¢

3.~ Se agrega 8 todos los tubos 2.0 ml de solucidém &, se
mezelan y se dejen = temperatura embiente 10 min.

4:- Se agrega = todos los tubos 0.2 ml de solucidén B, mez-
c¢lando inmediatamente después de la adicién. Se dejen & tempe-
ratura smbienfe 30 min para el desarrollc de color.

S5:= Se determinéd 1z densidad dptica a 750 nm en un espectro
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b) Lloflllzacién.

Cuando lss prote{nas son eluidas de una columna, lo hacen
én voldmenes relstivamente grandes de solucién amortlguador 3
debido 2 esto; Se hace HBQ8§3310 C0nQentFaI las muesires. -
Urio de los métodos adecuados para este propbsito es la 1iofili=
zacidng este método. xnvolucra congelamxento de l=a soluc;én Pro= -
telca en lzs ‘paTedes de un matraz ¥y posterlor subllmaclﬁn del :

ague meﬂzonte prealén reduc1dat

- Téerica: ,
o 1.~ 8e coloca.el mater1al & lloflllzar en un matraz de v;drlo
f(.ocuvando menos del 50% de 8u. canac1dad ¥ ge congela en nitré—

geno 1fguido, dzstribuyéndolo ‘por rotacmén en la‘mayor'super-'.

ficie posxble del matraz. . _ ‘
TR T 2.= Cuando la 1iof1112adora,t1ene las: condlciones de tempe» -

reture y vecio adecuadas, se conectauel matraz Y se ebre: iz -

'vélvula.dg‘vacio.
. e~ Se deaa 1z muestra hasta.que esté.completamente sece.



tSe aglta<y Se dlsuelve com 
_ baﬁo de agné?hi'v; nte.

 [pegueﬁas cejes. petrl:(:ﬂ“
‘?l(&a. : :

‘“II) N“TQBOS USADOS EF EL thONOCIkIEhTO DE* ANTIGLNO..

a) Inmuﬂudxfuszén aoﬁle.

Este método fué &esarrollado s1multéneamente por Ouchxer—

' lony‘(lffﬂb {5%) y'Elek (1948), ‘e involucra el uso de plecas -

'de agar en. las cuales se hacen horﬁdanlones en la.forma ade= :
.::cuaaa p?re colocar el antigeno y’el ant1cuerpo.;Lns dos reac-:,

tivos alfunden en €l gel hasta formar un 1nmunq?rec1p1tado en )

el punto de. equlvalenc1a.
?Técnlca"f_ 3

QI - be nrepara agarosa 0 4% en PBS y azzda de sodlo 0. Olp.

temente por calen_tamentq, én un

’anrrépldamente E‘ml de la agarosa calienﬁe en

2.~ Se pipe

3.- bﬂ deaan
L e ,.;j:.e ,defaan

;Se aaplra.el ‘ager ae»los pozos ’dlémetro 8 mmy d;stancla enire -
ellos‘4 mm) por succ16n con una p1pe$a gasteur unida al vacic.

6«- Se llenan los pozos con laes muestras. be:usan 100 ul

- en caﬁa uazn.

7.- Se dejan dmfundir B tempera$ura embiente &urante 12 hs

_para elx&esarrollo de 1as lfneas de prec1n1tac16n._

« Y& leen con luz dzrecva y fondo cscuro g les 24 48 y
‘TQUhs. _ |
Q.~ Se laven con citrato de sodio 0.17 K 'y se leen nueva=

- ménte.
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llécnlca-

imlsmos.

ia-LETER)

LT e DD Rl m e Lmne a2 Lot < s - -

LatCIEF es ne técn:ca.lnmunoléglca,de dlfus16n en gel -
similer a la téenicse de buchterlony, a diferencia de<ésta, hay
aplxca016n de un campo eléctrlco. Los entfgenss se mueven ha-
cig el énodo en\el campo eléctrlco y’los «ntzcuerpoe hacla el

‘cétodo &ebzdo al fenémeno electroendosmétlco (37), ando 1os

deslse Unen se forman-una o varias 1ineas de preclpluac16n,
dependxendo del nﬁmero de s;stemas antigeno—antlcueipo QUE -

exisgtan. oL e - B E
 Resctivos: ' ST o
Amortiguador de bafnita. PH 8. 6’ ,
Barblturato de SOle S 9.0 &
Azide de sodio - - L.0g . o
Acido Clorhfdrico 1.0 .  65ml <"

Agn?-destiiade_aflzlitrg@

2.~ Se- dlsuelve agarosa 0. 6% en el amortiguador de~barb1— .
tei.por calentamzento en un ‘bafio de agua hirv;ente.-Se dep051- N
siteni 3 ml en cade leminills, se degan solidxflcar Y 8e ‘pomen. '

en refrmger?czén ¥ cémara,hﬁmeda de 30-60 mln.

2= Se cortan los POZOE (dlémetro 7 mm, dlstancxa‘entre -
ellos 5 mm) con aparato espec1a1 y ‘BE aspira el aggr derlos =

'~'3 ;- 56 montan les l?Mlﬂlll&S en‘la ccmara de electrofbre51s
Y se llenan‘loe pozos con el antigeno y‘el antlcuerpe, usandp :

4.- Se deaanAcorrer a.5 mA por lamlnllla haata que el co- .
lorsnte Be desplaza hasta el4pazo del anticuerpo. 5e leen ins

medlatemente. !
5= Se dejen en cémara,hﬁmeda hesta otro dfs = tenveraturs

embiente ¥ se leen de nuevo.
§.= ye laven cor citrato de sodio 0.17 M durante 1 h ¥ se

Ieen nuevamenie.



la iﬁhibipiGQ«de_hemaglﬁiinaciﬁn‘eé*uﬁa‘@rueba;muy‘sgpgia 
ble empleada en la deteccidn de Concentracisnes muy pequefias
~ de antigenos solubles {9)}. Se usan giébulos rojos de carnero
tanado S, los cuales adquieren la propiedad de adsorber protef-
pa. El principio de este znflisis es que ei'anticuérnd~iﬁoﬁ-v“
hado. nrev;amente con antigenos solubles, es “1nact1vado“- no
reac01onanao en una posterlor 1ncuhac16n con erltrccxtos recu~
biertos con ellantigeno. '
Eeactlvos- :
Aéido ténico 0.005% (preparar nrevmo a su uso)
Amortxguador e Ilvainets: , , )
| WajiRO, 0.0z %
‘ N=C1 ‘ - 0. 15 M
Ajustar a pH 7.8 con aCldO cftrico 0.1 M.
‘Erfz;txjoc,l-toa de carmero en sol de Alsever's. ~ .

TScnicas
Sterp con snticuerpos & Sm : - , 7
Suero humeno normal _

Suero fetal de ternera<(0ifco Laooratormes) U

by Se;lnactzvan IQSmsuerqaga,SGQC 30 min. _

é;a‘Se'absorbén con igﬁai volumen de eritrocitos de carne-~
ro {1avadoa cuatro veces rcon PBS). -

Da=- ve centrifugan & 2300 rpm 6 min 4 G.

&.=~ Se repiten 108 pasos 2 ¥y 3 con los sobrenadantes.

5.~ Se sepﬁran,los sobrenadzntes v se uxluye el suero fe=
tel de ternera.l.lOO‘cngE;y@

Preparacidn de las células:

l.~ Se centrifugen los eritrocitos de carnero en sol de -
Algever's 2 2 300 rpm 6 min 4°%C.



°BS (0.3 m1 de pa= -

citos de:carners

, nar cada,dos ml de células-%anadas- ﬁf7" Lo - e
R A S*uasnega el- antf?eng (l ng pdr‘eada 2 mi de~cé1ulas) : ;:ﬁ £§
‘& Yes céiulas pruéba.. S
e 5-- Se mezclan lzgera,ente. o _ 3 N o

H.= Je 1ncunan,a 370“ 60 mln, agztanﬂo cada 10 nmin. CoT _‘,a‘f
7.~ Se-centrifugan y se lavan tres veces con suero fetal

de termers 1:100. L o R

8.~ S& resuspenden en 5 ml de suerc -etal de. tarnara 1‘100{"
g@rﬂéaégiz.ml de ¢élulss prusba y‘cunﬁroi

-

Eﬁoce&imiéﬁfég;
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1. Se marcan en las, placas de mcfotltulaclén las hileras
. control ¥ prd‘blema. ' |
’ 4.-— Se hacen las dlluc:.cnes con el d:glutor y se :x.ncuban -7 B
.‘6@ nin. '_’ S T e ‘ Y
S.-— Se agregan 0 025 nl de las células control y ee prue— h
’fba en los "po*cs correspcndlentes. . -
6 - Se mezclan y se leen s. la,s 2 3! 2 1as 12 hs. :
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4} Electroforesis..
Téenice: R _
- Elsectroforesis en pleca.

I)lﬁgﬁrtiguadﬁf aerlcr pﬂ 8. 8-

Tris ’Dase ' g S }.8.17 &
hCl hasta ph 8.8
8BS : eéﬁ %
_ gla destzlada & 1@0 ml
ji-ﬁ) smortiguador sunerlor ;1 6;8-f- N
' }I:;s.base ' _5-  --6;66.§_.
ECL haéta PH 6.8 |
.. 8sps . __040%
' Agua dﬂstllada a 100 ml.

-

15 crzlam:da 30%, metllenalsacrllamlda 0. E%, an‘agua destllada,':

| 4) Amortiguador de corr1da. f‘;;"' _

N ‘Tris base - .6.0&
Glicina . 28.8&
8IS . B E
Ajuster pH 283 . IR
Agun destllad a 1oﬂowm1; : B -

’ Prenerac16n de 1as geles..

1) el inferiors - c : ‘

fanc*tiguador inferior 5.0 ml
Aer/vis - o 8+4 ml
Aguz o o 6.6 mi

TERED 5.0 mel
Persulfato de amonic 10% ~ 60.0 mel

2) Gel saperiat: | o | .
Amortigusdor superior . 2.5 m
Acr/bis | 0 LT ml
Agug - 5.8ml



CTERES  10.0 mel

Persulfats de amonio 10% 30.0 mel

f?ranaraci&nA&efiaS‘muestfase

o= Los musstrag deben contener anrox, 9imicrgg:amgg de prio=
. %eina/mzcrolltro. . '
2 Se resusnenden 100 mxcrolltros de muestra en 100 nmicro-
| Iltros de la 51gu1ente solucldn amortlguadora'

 0.01 M PO4 pH 7.0

- 1. 0 % SDS -

1.0 % MESH (mercaptoetanol)

3@-“Sg'ca;1enta & enulllcldn dos min, se recomzenaa ‘el nso

de tubos eppendorfy T sistentes al calor. Para evitar pérdidas
por eveporacién, se puede preparar el dcoble del volumen indica~
- dos o

41- Se @agregat -

Azul de bromofenol ' . 'Z&Q”MQI
Gl;cerol,ﬁ@ﬁ S s o 4.0 mel
Huestra - - 25.0 mel B

Técnlca~

o l.- Se vierte el gel inferior entre lag placas de Vld
‘salladas ¥ Se agregen unes gotas de agua. '

‘ 24 ~ Unz vez polxmerlzado el gel, 8e descarta el agua, sg -

bcoloca el ne1ne ¥y se agrega el gel superior¢" '

B Cucnao 8l segundo gel polzmeriza, s& "it cuid adosame“—'
>‘te el pelne ¥ se monta en<1a cémgra de electroforesms.

Lui Se vone el volumen adecusdo de cada muestra en los es—
-nacxos dejzdos vor los dientes del peine 3‘5e llenan los depd=
sitos de 1z cimara con &l amortlguador de corrida.

5.~ Se deja correr la placa a;15va hasta otie 1z muestra=-
penetra el gel inferior; en este momento se sumentz a 30 mA =
hagta oue el colorante llega el extremo inferior de la placa.

B~ Pars la tinciér ¥ contraste de la plaea se siguid la
técnica descrita por Fairbanks (56}.



IIT) KETODOS USADU3 EN LA PURIFICACION DEL ANTIGENO.

- a)i Precipitacibn de proteinszs con sulfsto de smonic satursdo.

'Reactxvos- .
Soluczén de sulfato de amonioc saturado- : -

-

Se nrenara whe soluc16n ba 05 ¥ de sulf&to de amornio nara -

- obtener el 100% d&e satura016n.

 Solucién sallna'bcraio (SSB).

scido bérico ‘ 6.184 g
_ Tetraborato de sodioc = 9.536 g
- Clorureo dé sodio | 4.384 g

i , Agna.destl.ada gl 11tro¢ v
'Se verifica oue el pEAOuede entre 8 4—8.5' antes de userse se

hace une dilucién con § volﬁhenes de solucxén amortlguadora y

S

95 - volﬁmsnes de scluczénwsalxna.‘

»Técnica~

.= Se calculz elxvolumen necesarlo de SAS para obtener el‘,' 

. grado de saturac16n deseado (57): o
| T #3100,V = (7.* V;) % saturacidén
- dongde; . A - |
'7“%& volumen de lz muestre
¥;= voluwen de SAS

2.~ El SAS se zgrega gots -3 gota, con agltrcldn magnét:ce
¥ 8 400. Al termxnar la adlcién, 8€ deaa agitendo tode 1z no-
che & & G. :

3.= Se centrifvge & 3,000 rpm 4%¢ durante 30 min y se se~
perz el sgbrenadanfe;del,precipztado,

‘4.~ El precipitedo se dieliza contra SSB hasta pruebes ne-
gatfva'de sulfztos con cloruro de berio.

B~ Cusndo se regulere une cegunda precipit acién se sigue
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el mismo nrocedlmLenuo, determlnandc el volumen necesarlo de -

- sulfato de amon*o con la szguxente férmula.

‘v." =

»2 ¥ (saturac16n - saturaczénl)

_ l - saturaclén
i donde~
!ﬁ—- volumen de la muestra ‘

Y‘Z:f volumen de SAS

b)VCfomato‘rgffépen-columna;

1) Intercemblo iénico (DEAE ce ulosa)

Regctivos: ' ,

Sclugidpi5mortiguadorg~de fosfatos 0.05M pH 8. 0 (Po s OﬁM);
Fosfato monobdsico de sodic 0.183 g
Fosfato dibdsico de sodic = 3.36 g

Ajuster pH 8.0 ,, S

Agua destilada.a 500 ml.

' Solucién smortiguadors TRIS 0.05K P 8.0 (IRIS O osn),
‘ TRIS bése - . 133 g
TRIS HCL ’ 2,22 g
Ajustsr pH 8.0 e |
Agua destileds a 500 ml.
Solucién amortigusdors TRIS-PO, 0.005H PH 8.0:
PO, 0.051 PH 8.0 = 100 mlL
TRIS 0.05¢ pH 8.0 100 ml
Ajustar PH 8,0
Agua destilada a 1000 ml.
DES2: DEAE ceiulosa (Whatman) que presenta la ventajez de estar
prehinchéde, es decir, ya se le ha dedo ¢l tratariento con =
HC1 y NaOH, requerido para una mayor exposicién de los grupos
cargados de la celuloss. '
T&cnica: '
1.~ Se prepars un gel con le matriz de delulosea y el amor—
tiguador elegido (en este caso, TRIS-PO, 0.U0SM pH 8.0) ¥ se -
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 procede & la eliFifmeidn del matérial firo.
, ‘ 2.= Se monta la columns verticelmente y se vierte el amor-
tlguador haste le mltad de ésta. v
» B.< Se vierie el gel y se mezntiene cerrado el tubo de sa~
lide haste que ¢l :gel ha gedimentado unos dos ¢m aprq;'
dos Se’abre<é1 tubo de salide, y cusndo se llege =1 volumen
‘deseado de cama, se eaulllbra con el amortlguador, usando por -
1o menos dos veces el volumen de la cama. '
. Be= Se sjusta a cero de absorbencla le munided reg*stradora, .
“ge aesecna el amorciguaaor deia parte superior de 1alcolumna
Y se agregawla,muestra prev;amgnte eguxlihrada-con\el mlsmo;e
smortiguador. , .
© 6.= Une vez que la muestra ha penetrzdo en la metriz celul§
sica, se conects 1a columnz & un recipieﬁ%e'cén smortiguador y
Be colectan les fracciones hasta que su absorbencla.es de O. 02

6 menors ‘
Tem Cuando €L componente que se deses separar se une a la

matsy 12 de la columna,  es necesario elnirlo, ‘ye sen con un au-
mento en la concentracién de sal o ‘un cembio en el pH‘ |

2):Filtrac16n en.“el »Se haci»lfs—

 Resctivos: = o - - . : -
'Sblugién‘tmortlguadora de fosfetos 0.58 pH 7.3 (P04 ﬁﬁh)

Fosfato monobésico de sodio 1.38 g

Fosfato dibéeico de sodio. : 5.68 g
Verificar pH 7.3 -
Agua destilede & 100 ol.

Scvlucién salina fosfato pE 7.3 (PBS pH 7.3)

?04»0;53 pH 7.3 | 20,0 ml
Cloruro de sodio 8.TT &

Verificar pH 7.3

Aguz destilade ¢ 1000 ml.
8ephacryl 5-200: gel constitufdo de dextranas'y bisacrilamids,
su presentacién comercial es en forme hidratada; Separs pro-



.Técn_ca--
li- El ‘empatue - de 1a colunna €s 51m1’ar 2l de 1= celumna -

de 1ntercamb10-1u,1co, ¥ se sagpe el ml:zc nrocedwmxenza hasta

el 3230 S5e-

2.~ Se deuexmzna.el vciumen vaciO'y la.unlfor 1dad del,em-

‘Pegue paszndo une soluc16n de ‘dextrans azul (2vmgyml) {58}.

“pg—~8eéclerfa.e1 tubo &e salide

T e 1a‘iﬁres

‘pie
4_e~Se colecman ies fracclcres hesta gue suAabcorbencla es:
de 0.02 6 menor. = | L

se aenoszta culaadosamen-
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ETC.
CI.

. AB.
Acs
Ig-

- 1gG.
AAK.

- “DEAE.

SDs.
SSB.
PBS.

- SAS.

CIEF.
LED«
- Rup.
SSA.
" §8B.
RANA.

IHL.

Abreviaturas kmpleadas.

Extracto de timo de conejo.
Complejo inmune.

Antigeno.

Anticuervo.
Inmunoglobulina.

'Inmﬁnoéiobulina-c.

Anticuerpos antinuclesres.

Dietilaminoetilo.

Dodecil sulfato de sedio.
Soluc¢idén salina borzto.

- Solueidn saline fosfato.

aSqua£o~de«amoniopsatﬁraaé.
Gontrainnunoelectroforesis.

Lupus eritematoso diseéminado.

Ribonucleoprotefma -~ - .
Antfgeno A en el sfndrome de Sjdgren o
Antizeno B en el s{ndrome de SjBzren
Ant{geno niuclear asocizdo con artritis
reumatoide. e ’ ,
Arit{geno nuclear zsociado @ leucemia-

Inhibicidn de hemaglutinacidn.
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