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FESUMEN

La endocitosis es el mecanismo por el cusl la célula
puede captar e internzlizar material extracelular. Existen

dos tipos de endocitosis, 1lamadas pinocitosis y
fagocitosis. La pinozitosis a su vez, tiene tres
variedades, g5 cuales son: l1.-Pincecitosis fluida, en 1la

cual no existe sslsctividad alguna para &l material
endocitadc 2.-Pinocitosis de adsorcidn, en 1ls cual si
existe selectividad y 3.-Pinocitosis por acarreamiento, en
la cual una mol&cula pars la cual no existen receptores en

.la superficie celular, es acarreada al interior de la

c&lula mediante 1la unifn a otra molé&cula, para la cual si
existen receptores en la membrana celular.

Se han descrito-diversas rutas gque pueden seguir las
moléculas wna vez gque pensetren a la c&lula, las principales
son:ls ruta plasmalema lisosoma y la ruta transcelular,
Algunas molécules, al ser internalizadas pueden 1llegar
hasta el niclec de la c&lula.

Se ha reportsdo que los anticuerpos contra 1la
Ribonucleoprotefna (anti-RNP), los cuales aparecen en los
paclentes con enfermedad mixta del tejido consctivo, pusden
penetrar & los linfocitos, llegar hasta el nGcleo y alterar
el adecuado funcionamiento de dichas c&lulas. .

El objetivo de el presente trabajo, es el de disefiar
un sistema gque permita conocer el mecanismc por el cual laos
anticuerpos anti-RNP se internalizan s la célule y la ruta
que los mismps siguen hasta su llegada la nicleo.

Se llevaron a cabo experimentds en los cuales se busch
en forma directa e indirecta la penetracidn de las

-inmunoglobulinas---a los linfocitos. No se . pudo . demostrar

que los anticuerpos penatren en forma selectiva a dichas
cBlulas. ,
Se ‘comentan diferentas posibllidades qus podrian

‘explicar los resultados obtenidos.

v
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INTRODUCCCION

Tipos de Endocitosis,

La endocitosis es el mecanismc por el cual la celula
puede captar e internalizar material extracelular. La
internalizacion de macromoléculas se realize & través de de
vesicules endociticas, las cuales se forman a partir de
elementos de la membranz plasmética.(l),

Dependiendn del tamafic del materiel gque va a ser
internalizado, 1la endocitosis se divide en: fagocitosis u
pinoccitosis. El tErmino fFagocitosis se usa para describir
la entrada a la cElula, de grandes particulas generalmente
visibles por microscopia de luz. Esta entrada ocurre por
envolvimiento de 1la particula por ls membranz plasmidtica,
con casi totael exclusifn del liguido del medio en el gque se
encuentra la particula, La Fagocitosis generalmente es
llevada a cabo . por cElulss especializadas como son los
macr&fagos y los leucccitos polimorfonucleares.

El términoc pinocitosis se usa para describir la

entrada a la célula, de péguefias particulas o©
macrompléculas gomo lipo-protreinas, ferritina, complejos
inmunes, enzimas, hormonas, anticuerpos, toxinas, etc.
1,23,

La pinocitosis dependiendc de su especificidad puede
ser: fluids, de asdsorcifn o mediada por receptores y por
acarrsamisnto.

La pinocitosis fluida tiene las siguientes
caracteristicas generales:

1> lLe velocidad de entrada de las molBculas es
directamsnte proporcional a la concentracibn de las mismas
en el medio.

€) La cinetica de entrada no es saturable.

3) No se detects una fase de unién de las moléculas
que se encuentran en el exterior de 18 cé&lula, a .la
superficie celular. :

45 No existe especificicad para las molBculas que son
pinociteadas,

S) Es proporcional a la temperatrura.

- La pinocitosis de adsorcifin se carscteriza por:
1) La cin8tica de entrada es saturable.
€) Una velocidad de - entrada que depende de 1la
concentracitn de las moléculas gue serén endocitacas
(ligendos), las molé&culas & las cusles 6&stas se unirén
" (receptores) y la afinidad existente entre ellge, :



3) Requiere de una fase de unién de las moléculas que
seran endocitadas, a la membrana celular.

4) Es altamente especificsa.

5) Puede situar cantidades de moléculas en el interior
de las cElulas cuya concentracidn 25 mayor gue la existente
en el exterior,

B) Es cdependiente de energia.

La pinocitosis por acarreamiento tiene caracteristicas
similares e 1les de la pinocitosis de adsorcifin, pero en
este casoc, 18 molEcula de interés y pare la cual no hay
receptores en 1la superficie de la c&lula, es acarreada al
interior de la misma por un ligando gue tiene capacidad de
unirse a los recepteores celulares y 2 la mol&culs (3,4).

Estos sistemas se encuentran esguematizados en la
figure 1.

6
8
&

Flg. 1. Tipos da pinncttusxl.

. a) Pinccitosis fluide. b) Pinocitosis de sdsorcifn o mad:ldl
por receptores. c) Pinocitosis de adsorcifin Facilitada.
® Ligando. v Receptor. () Acarrssdor. $ Clstrins, -
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Rutas de entrada de las macromoclfculas a las cé&lulas,

En afios recientes se han estudiadc con interés, los
sistemas de transporte de macromoléculas al interior de las
células.

Las c&lulas nucleadas incorporan a su  interior
mol&culas seleccionadas del medio en el cual se encuentran,
mediante endocitosis mediada por receptores.

A traveés de ls endocitosis mediada por receptores, la
célula incorpora nutrientes (urnidos a8 proteinas
transportadoras) como colesterol, hierro, vitamina Bl2.
Tambi&n por este mecanismo incorpora ciertas proteinas
plesm8ticas como la «-2-macroglobulina, hormonas como la
insulina, gonadotropima corifnice y factor de crecimientc
epid&rmico. Por este mecanismo se incorporan substancias o
particulas dadinas para la c&lula, tal es el caso de la
toxina diftérica y particulas virales (5,68).

Hasta hace algunos afios, el t&rmino endocitosis ers
usado como sinBnimo de incorporacidn de material externo o
extracelular a lisosomas, en virtud de que &sta era la
Gnica ruta intracelular bien carscterizada. Tambi&n se
consideraba que la vesicula pinocitica y su contenido, una
vez fusionados con los lisosomas, eran degradados (1),

En la actualidad, se conocen varias vias de transporte
intracelular, siendo -+ las principales: la via

. plasmalema-lisosoma y la via trans-celular (7).

La via plasmalema-lisosoma. (Fig. @)

En la superficie externa de la membrana celular,
existen receptores especificos para determinados ligandos.
los receptores pueden tener movimiento lateral espont8neo
sobre la membrana, gque los dirige a regiones especializadas
llamadas fosas cubisrtas. Estos receptores pressntan el
movimiento antes descrito independisntemente de gue llevan
unido el 1ligsndoc espacifico, #&ste es el casc de los
receptores de la lipoproteins de baja densided (LBD> (8,9)
y los de la esialo-glicoproteina (ASGP) (107, Otros
receptores se pusden encontrar diseminados en la superficie
de la membrana e inician un desplazamiento lsteral dirigido -
8.  las Fosas cubiertas al momento gque se les une el ligando.
Este  tipo de desplazamientp se presenta en el casc de los
receptores del Factor de crecimiento epidérmico, de la
insulina y de ciertos virus (11). :
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Las fosas cubiertas estd@n formadas por depresicnes de
la membrana celular recubiertas en su superficie
citoplésmice por ung proteina dencminasda clatrins (12,130,
dichas fosas fueron observadas por primera vez en 19684 por
Roth uy Porter en la membrans plasmética del ovocito dsl
mosguito (143, posteriormente se describieron e&n  muchos
otros tipos celulares.

Una wvez gue los complejos ligando-receptor se han
situade en las Fosas cubiertas, é&stas sufren invaginacian,
extranguléndose en su porcidn m8s externa dando lugar a las
vesiculas cubiertas, las cusles pierden ré&pidamente sus
cubiertas proteicas y se fusicnan con el receptosoma. Este
es un organelo pre-lisosomal inicialmente descrito por
Pastan y Willingham (15,186), €l cual varia de forms y
temafio pudiendo ser esférico o cilindrico y medir entre
2,500 y 4,000 A, tiene menor contenidc proteicc gue 1los
lisosomas de bajo pH en su interior (alrededor de 5). Estas
Jltima caracteristica favorece la disociacidn de los
complejos ligando-receptor una vez gue &stos han alcanzado

el interior del receptosoma. De este organelo, los
receptores pueden seguir o no el mismo camino gue 1los
ligandos. Pueden regresar a 1la membrana celular pars

inicjar nuevamente el cemino de entrada, esto es, pueden
reciclar o continuar su camino hacia los lisgosomas.

Algunos ejemplos de sistemas endociticos en los cuales
ocurre reciclaje de receptores son: LBD en Ffibrobklastos
humanos (17,183, B-glucoronidasa, «~iduronidasa y
transcaobalamina 11 en las mismas c&lulas (18,20,21», ASEP
en hepatocitos de rata o humano (22,10), complejos de
o-macraglobulina-proteasa en macrafagos slveclares de
conejo (233, transferrine en cBlulas de teratoccarcinoma de
ratin (245, en estos casos se ha demostrado que la célula
puede internslizar el total de sus receptores varias veces
en tiempos cortos, ain en presencia de blogueadores de la
sintesis de proteinas. Algunos sistemas en los cuales los
receptores no son reciclados son: inmunoblgbulinas en
macrSfagos de ratfin (28), aungue en este caso,  los
receptores no ocupadcs, escapan 8 la degradacifn en
‘lisosomes y reciclan (2B8), insulina en linfocitos humanos
(27,88>.: Lla ausencia de reciclaje de receptores ha sido
considerada como una estrategia celular para evitar la
acumulacifn interna exesiva, de los ligandos, &stoc es, un
sistema de retroalimentacifn negativa,

Tanhién Pastan y UWillingham han propuestoc que con
algunas moléculas, el material endocitado, ~pasa del
receptosoma al complejo de Golgi-reticulo
endoplésmico-lisosoma (GREL), 4 de alll a los lisosomas u
otra regibn celular (16).
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Goldstein, Anderson y Brown, han descrito un modelo de
intgrnalizacién de macromoléculas en el que los ligandos no
transitan por el complejo BREL (283,

La via transcelular.

Esta ruta ha sido explorada por Abrahamson y Rodewald,:
en cElulas del duodeno de ratas reci&n nacidas (30,313,
quienes, en este modelo particular, han encontrado gue la
IgG presente en la leche materna de estos animales, se une
especificamente a 1la superficie luminar de las cElulas
epiteliales del intestino. La union es altamente
selectiva, requiere de la presencia del fragmernto Fc de la
IgG uy de un pH &cido (B - B.B). Durante &l proceso, pueden
entrar a. las cElulas, otras molBculas que no SE unen a 1los
receptores de la membrana citoplésmica, como es el caso de
la peroxidasa (32).

Las fosas endociticas con todo su contenido, se
gestrangulan en la regibn m&s externa, dando lugar & la
vegiculas endociticas (33).(fig. 33

En la regifn apical de las c¢Elulas, las wvesiculas
endociticas, contienen en su -interior tanto el material gue
adscrbieron especificamente, como el que qued5 atrapado en
forma inespecifica en la misma regidn &pical, las vesiculas
se fusionan con vacuclas y en su interior descargan el
material gque no se encontraba adsorbido, &ste es llevado
posteriocrmente & los lisosomas, pero el que se encuentra
adsorbido, permanece en la vesicula endocitica y continda
.54 viajJe hacia las regiones mas internas de la c8lula,
hasta alcanzar la regibn lateral de la misma en la cual ‘el
pHi ®&s neutro o ligeramete alcalino, y agqul es donde
descarga su contenido.

En ‘el sistema de transporte transcelular, destacan @2
hechos: el  primero es la existencia de un sitio
intracelular de seleccifin del material internalizado, que
parece eastar ubicado en las vacucles de la regifin apical,
ya que a partir de este sitio, los caminos del material
adsorbido especificamente & los receptores y del atrapado
insspecificamente, divergen. El segundc, es 1la ausencia.
del paso del material adsorbido a 1os receptores, por los'
lisosomas, evitandc de esta manera su degradacifdn.

Dtros casos de . transporte transcelular de
inmunoglobulinas tienen lugar en la glandula mamaria (34>,
saco vitelino (353, placenta (36) y membranas mucosas (37).
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Penetracitn de inmunogiobulinas & c8lulas viwvas.

Existen varios reportes referentes a la penetracidn de
anticuerpos dirigides contra antigenos celulares a
diferentes tipos de c&lulas. En 1964, Rosenkranz y cols.,
reportaron gque anticuerpos de conejo Fluoresceinadns eran
capaces de penetrar al huevo fertilizado del erizoc de mar uy
detener su desarraollo (38),

En 1968, Ng y Gregory describieron la penetracisn de
anticuerpos anti—lactata deshidrogenasa a c&lulas tumorales
de rat8n (carcinoma de Ehrlich y BuwS147) o de conejo  (UxE)
con diferentes wvelocidades para cada tipo celular. La
mayoria de las c&lulas no tumorales mantenidas en cultivo,
no incorporaban el anticuerpo, pero 1lpos linfocitos de
conejo s8I lo hicieron, aungque en pegquefias cantidades (33).
En 1973, De Petris y Raff describieron la penetracifin de
anti-inmunoglobulinas de ratén (preparadas en conejc) & lcs
linfocitos B de ratdn, mediante un rearregle de las
moléculas de membrana ligadas por el anticuerpo, FfFenSmeno
descrito comoc formacifn de “casquete” (capping). Cabe
hacer notar que los fragmentos monovalentes del mismo
anticuerpo, tambi&n wpenetraban a la cé&lula, pero & menor
velocidad (40). En 1875, Varesioc y cols. reportaron gue
los anticuerpos anti-&cido ribonucleico, se introducen en
fibroblastos de ratén, infectedos o no con el virus 40 del
simio. El destino de los articuerpos en las células no
infectadas, era 1la degradacifn en los lispsomas, mientras
gue en las infectadas, s8lo hag degradaci&n parcisl o no la
hay (41).

Schnaider y cols. en 1573, usando Ffibraohlastos de
embribn. de rata, encontraron que las inmunoglobulinas sin
actividad de anticuerpo y marcadas con fluorccromos ©  con
tritio, penetran & la célula con velocidad -dependisnte dal
marcador, 4incorporfindose més rBpido las marcadas con
flucrocromos.,. La susceptibilidad & la degradacifin a&n
lisoscmas de estas inmunoglobulinas tambi&n fué diferente
sindo mis susceptibles las marcadas con tritio (4&),

Considerandc que la penetracisn de las
inmunoglobulinas se efectlia Onicamente sn alguncs tipos
celulares podemos considerar que el fenfmeno depende al
menos en parte del tipo celular.

De lc entes expuesto, gqueda en evidencia que no todas
las inmuncglobulinas pueden penetrar a las células, aungue
. 6sto puede inducirse o facilitarse con el usc de molé&culas
marcadoras que una vez pegadess & las mismas, les inducen
modificaciones en su carga elEctrica, 1o cusl también
influirf en el destino final de las mismas.

- =11-3



En 1882, Okudaira y cols. (43), puklicaron un trabajo
sobre internslizacigén de inmunoglobulinar a cElulas vivas.
En este trabajo, se gxamind la interaccitn de los
anticuerpos anti-linfocitoc obtenidos de suerc de pacientes
con Lupus Eritematoso Sistémico C(LES), con los linfocitos T
de individugs sanos. Se encontrd que al incubar las
cBlulas con el suero de los pacientes con LES, ocurria una
penetracién de las inmunogglobulinas sl interior de dichas
c€lulas, ésto se determind cuantificando las
inmunoglobulinas presentes en las células, despuBs de
eliminar la&s gue se encontraban adsorbidas a su superficie

externa, Se encontrb un incremento paralelo de la
actividad 1linfocitotbxica de los sueros Yy la cantidad de
inmunoglocbulina internelizade & ls cé&lula. Tambi&n se

encontrd mediante inmunoflucrescencia indirecta, gque en las
c&lulas permeabilizadas, despuBs de ls incubacitén con los
sSueros con actividad linfocitotSxica, que las
inmunoglobulinas se encontraban en la regifin interna de la
membrana celular o en el citoplasma.

Por otro lado, las inmunoglobulinas tratadas con
pepsina (para gue se rompieran en fragmentos Flabl2 y Fc),
perdieron su capacidad de penetrar a los  linfocitos; el
blogqueo de los receptores Fc de las mismas c&lulas con
inmunoglobulina agregada o por anticuerpos anti
s2-microglobulina, no interfirif6 con la entrada de los
anticuerpos.

En. estos experimentos se usarocn como contrples, sueros
de pacientes cton Enfaermedad Mixta del Tejido Conectivo
(EMIC), en los gue se detectaron titulos altos de
anticuerpo anti-ribonucleoproteina <(anti-RNP) y sueros de
individuos sanos. No se encontrd internalizacifin de las
inmunoglobulinas al usar estos sueros.

Considerando que los suerps de los pacientes con LES,
tenian anticuerpos con actividad anti-linfocito, se podria
suponer gque dichos anticuerpos penetraron mediante la
induccitn de rearreglos e%paciales de las proteinas de
memhrana a las cuales se unieron, &sto es, por formacifn de
"casquete”, en forma similar 8 la descrita por De Petris
Raff (40v. Sin embargo, llemS la atenciBn que en este
casc, la presencie del fragmento Fc en la molécula del
anticuerpo sI fu€ indispensable para que la internalizacifn
se llevars a cabn.

Por otra parte, se encontrfi que la unifn del Fragmento
Fc con su receptor, no Se requiere para que la penetracidn
se lleve a csbo, ya que el bloquec previo de los
receptores, no disminuyb la internalizacifin del anticuerpo.
Sin embargo, 1la presencis del fragmento Fc en la moclécula
de inmunoglobulina sI resulta indispensable, ya que los
fragmentos F(ab)2, nc son capaces de penetrar a la cElula.
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El papel gue el fragmento Fc juega en este casc de
penetracion de las inmunoglobulinas, queda ain por
definirse.

En las cElulas incubadas con los sueros de individuos
sangs, no ocurrid internalizacidn de las inmunoglobulinas
comc tampocc con los sueros de pacientes con EMIC, en los
cuales hasbis altos titulos de anticuerpos anti-RBNP. Aungue
con una metocdologia diferente, estos datos no confirmaron
los datos encontrados por Rlarcén y cols. (837, los cusles
serén descritos posteriormente.

Penetracidn de macromcléculas hasta el nicleo.

En la actualidad se conocce de 1la existencis de
receptores nucleares para diversas moléculas, como 1la
tri-iodo-tironina, insulina y Factor de crecimientsc del
nervin (44,45,48), En el caso de la insuling en los
linfogitos humanos y del factor de crecimiento de nervios
en neurones de ls mBduls espinal de embriores de rathn, los
receptores de la membrana celular y los de 1la membrana
nuclear, parecen ser diferentes, ya que se unen a sus
respectivos ligandos con diferentes constantes de afinigad
(47,48,49).

Penstracifn de anti-ENP 2 las cElulas del sistema
inmune. .

Existen varios reportes referentes a la presencia de
anticuerpos en el nlcleo de las cElulas vivas, en 1574 Qe
la Faille informd de la presencia de inmunoglobulinas en al
nidcleo de las cBlulas de la dermis y epidermis de la piel
aparentamente sans  proveniente de 8 de 10 pacientes con
lupus eritematoso inducido por drogas, &8s como en 39 de 153
con lupus eritematoso sist&mico (507,

Posteriormente ptros investigadores reportaron
hallazgons similares, pero ademss chservargn, gue con
frecuencia la imsgen Fluorescente encontrada en el nlcleo
era de tipo moteasdo, el cual es caracteristico de la
presencia de anti-RNP y gue esto se presentaha en los
‘pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo (S1).

Tambi&n sa reportd que la sparici@n de las imfganes
anteriormente descritas podian ser inducidas in vitro,
medisnte la incubacifn de frapmentos de piel sana, en suero
en el cual existieran anticuerpos anti-RNF (S2).



‘En el adc de 187B, Alarcbn-Segovis y cols., reportacon
gue los anticuerpos anti-RNP parcialmente purificados y
marcados con fluoresceina eran capaces de penetrar al
interior " de wvarios tipos celulares del sistema inmune de
individupos sanos (53). Dichos anticuerpos se obtuvieron a
partir del suero de una paciente con EMIC en el cual, por
pruebas de hemaglutinascion, se detectd un titulo de
anti-RNP de 1:1.B x 10-7, La poblacidn de inmunoglobulinas
6 FfFuE enriguecids mediante cromatografia de fFiltracién en

el.

. Incubandc cé&lulas mononucleares con Cconcentracicnes
altas de anticuerpo Fluoresceinado (4.2 mg/100 ul), durante
BDO minutos, se ercontrf la marca fluorescente en el ndcleoc
de un 19% de lss mismas, u preferentemente en aguellas gque
tenian receptores para el fragmento Fc de la
inmunoglobulina G (1gB3. También se demostrd que la
penetracién podis bloguearse pre-incubando las células can
inmunoglobulina agregada o con fragmentos Fc.

Posteriormente 1los mismos autores repoctaron  que
incubando las células mononucleares de pacientes con ENIC
con  anti-inmunoglobulina humana Flucrescente en cabra, era
posible demostrar Fluorescencia en el niGcleo de 5.4% de las
cBlulas, indicando que 1los anticuerpos contra antigencs

~nucleares, heblan penetrado & las cElulas in vivo, Y
también que la internalizacion de las inmunocglobulinas no
era especie-especifics, 'esto es, que podfia tener lugar en
sistemas heterfSlogos (54).

TambiBén demostraron gue las cElulas mononucleares
pre-incubadas con anti-RNP, presentaban una disminucifin de
la poblacibn de cElulas que forman rosetas con eritrocitos
recubiertos de anticuerpo (rosetas EA). Por otro lado, se
encontr® que el anticuerpo penetraba preferentemente en las
c&lulas T con receptores para IgG (T1), las cuales fueron
‘inducidas por incubacifn con fitohemaglutinina (PHAD.

Incluso han sido estudiadas las alteraciones de la
fisiologlia celuler gque tienen lugar como resultsdo de la
interaccisn del anticuerpo anti-RNP con las cé8lulss. Se
ancontr® que dichc anticuerpo es t@xico para las cé&lulas T,
la cual se hace evidents en incubsciones prolongadas (4-20
horas) (5S).

En wvirtud de que la poblacidn de cBlulas Tt es la Qgue
tiene actividad = supresora sobre las cé&lules B vy
considerando la capacidad citotSxica del anticuerpoc, se
propuso que la penetracidn de anticuerpos a c8lulas vivas
como un mecanismoc de dafic inmuncl8gice (55).

Posteriormente, 81 mismo grupo de investigsdores,
demostr® que -al incubar cElulas poseedoras de receptores
para el Fragmento Fc de la IgG con anti~RNP, se obtenia
comc resultado la interferencia en la progresifin del ciclo
celulsr de las mismas c8lulas, y que esto mismo ocurria

1=14-}
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tancto en las cElulas activadas esponténeamente, como en las

estimuladas con mitdSgenos. Tambi&n demostraron gue lc
antes expuesto rno ocurrie cuando las c&lules T con af:nidad
alta para 1lops eritrocitos de carnerc (carentes de T+, se

incubaron con anti-ENP, ni cuando se& usaron cglulas Tt Yy
fragmentos F(AREY de anti- ENF., Esto Gltimc se interpreté
como una evidencis indirecta de gue la interferencia en 8l
cicloc celular, resultS de la penetracitn de los anticuerpas
con actividad &nti-RNP mediante el receptor del fragmento
Fc de las 1gG (BB3.

En este irabsjc, llamé la stencitn que los anticuBrpos

‘anti-RNP no causaron un efecto similar en las c&lulas Tt y

en las células B, puesto que en un trabasjo previo (E3) se
demostrd que las cElulas B tambi®n son susceptibles de la
penetracidn de dichos anticuerpos.

Posteriormente, 1los mismos auvtores demostiraron gue en
condiciones similares a las anteriores, perc usando
anticuerpos anti-&cido desoxiribonucleico (anti-ADNY y
células 77 , ocurria un bloguec de la sintesis de ADN pero
no de ARN (57). Tamhié&n reportaron que los anticuerpos
anti-RNP bloguean el fendSmeno de cititcxicidad dependiente
de anticuerpos, 1lo cual permitid proponer Qque ambos
FenBmenos requieren el mismo receptcr (58).

Un punto de gran interés, es la aparente capacidad
discriminatoria que posee el sistema de penetracin de
inmunoglobulinas & c&lulas vivas, la cual 1le permite
distinguir entre las inmunoglobulinas que tienen
especificided pares antigenos intracelulares , ye sean Estos
propios de la cElula (como es el casoc de 1los antigenos
nucleares) o adguiridos (como ‘es el caso de las
inmuroglobulinas de origen animal, previamente incorporadas
al nicleo) (54), 'de las de especificidad diferente, de tal
forma que permite la entrada de las primeras Onicamente, no
influyendo para &sto si su origen es humano o no.
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DBJETIVO

_El objetivo del presente trabajoc, es el de disefar un
sistema que permita conocer con presicidn el mecanismo  por
el cual 1los anticuerpos anti-RNP se internalizan & la
cB8lula, 4y la ruta gue los mismos siguen hastz su llegada al

nicleo.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de celulas Daudi.

La 1linea celular llamadsa Daudi esté& constituida por
c€lulas humanas de estirpe linfoide tipo B, obtenida a
partir de wun linfoms de Burkitt (883. Estas células se
mantuvieron en medio RPMI con 10% de suero fetal de ternera
(SFT>, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina uy 100

uwg/ml de estreptomicina, en ambiente con S L de CO2.

Purificacidn de células moncnucleares por gradiente de
Ficoll-Hypaque.

Se ws6 el método descritoc por Boyum (B0). Se obtuvo
sangre por punciin venosa con Jeringas previamente
heparinizada (10 Ul/ml), &sta se mezcld con amortiguador de
Fosfatos salino (PBS, 0,15 M, pH 7.2), vol:vol. En tubos
de fondo curvo se puso una mezcla de Ficeoll (Farmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Sueden)-Hypague C(Wintrobe de México)d
con densidad de 1.075, scbre &sta se de)& caer suavemente
la sangre diluida (un vol. de F-H por 3 val. de sangre).
Se centrifugt 8 2,300 rpm por 20 min, 4 las cé&lulas gue se
situaraon en la interfase, Fueron recuperadas por
aspiracidn, lavadas por 3 ocaciones con PBS y resuspendidas
en RPMI en el volumen necesario  para lograr la
concentracifn deseada.

Eliminaci®n de macrtfagos por adherencia al vidrio.

Las células mononucleares purificadas, fueron
resuspendidas en un volumen de Medio Minimo Esencial de
Fagle (MEM) suplementado con 10-20% de suero fetal de
ternera 8 une concentracifn de 5-10 x 10-€cé&lulas por ml.
Se colocaron en una cajs de petri de vidrio y se pusieron

en una incubadora 8 37°C por 45 min., posteriormente se
recogi6 el sobrenadante y se lavh susvemente la csja con
medio de cultiva. Se reunieron los sobrenadantes

conteniendo las células no sdherentes, &stas se lavaron
se resuspendieron en un wvolumen ‘de medic de cultivo
necesario . pera lograr la concentracibn deseadas. Después de
este procedimientc, del 96 al 88% de las cé&lulas estuvo
constituido por linfocitos.

i
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Purificsacién de células T por columnas de nylon-lana

Se puso en una Jeringa BOD mg de nylon-lana (Fenwal
Laboratories. Illinois, U,S5.A.), a través de ella se pasO
10 ml de medio de cultivoc con 5% de SFT y se dej& incubando
a 37°C por 30 min., posteriormente se pasaron 10 ml del
mismc medio, el cual previamente habias sidc calentado =&
37°C. lLas cBlulas mononucleares se resuspendieron en una
concentracidn de 5-10 x 10-7 / ml. Se afiadi€é a la coclumna |l
o 2 ml de dicha suspensifin y se incubd a 37°C por 45
min.,después se pasb por la columna 20 ml de medic de
cultivo el cual estaba a la misma temperatura. Las c&lulas
no adherentes se recuperaran del 1iguido que salis de la
columna. '

Enriquecimientc de la pobhlaci&n de células TIT

Se ajustaron las c&lulas T a una concentracibn de %4 x
10- células/ml de medio de cultivo conteniendoc 20% de SFT,
Estas se mezclaron vol., & vol. con eritrocitos de buey al
2%, 1lps cuales previamente fueron trstados corn dosis
sub-aglutinantes de IgM anti-eritrocitos de buey (Cappel
Laboratories, Cochranville, PA)., Se centrifugf a 1,000 rpm
por S5 min, a 4°C y se dejd incubando en hielo por 1 hora,
posteriormente las cElulas se resuspendieron suavemente y
se colocaron sobre una mezcla de F-H similer a la usata
para purificar céElulas mononucleares, pero & “4°C. Se
centrifugd a 2,200 rpm por 15 min., & 4°C. Las cElules gue
quedaron en la interfase se recuperaron por aspiracifn, un
28% de Estas tuvieron receptorses para el fragmento Fc de la
1gG.

Cuantificacifn de cBlulas Tr, por formacifn de rosetas
EA (B1).

Se s&Jjustaron las cé&lulas a uns concentracifn de 4 x
10-€ cE&lulas/ml con medio de cultivo conteniendo 20% de SFT.
0.1 m] de estas células se mezclaron con 0.1 ml de
eritrocitos de buey al 2%, que previamente Fuerocn tratadas

.econ dosis sub-aglutinantes de IgG anti-eritrocitocs de buey
(Cappel Llaboratories, Cochranville, PA). Se centrifugd a
1,000 rpm por S min, & 4°C y se de)6 incubands en hielo
por 1 hors, posteriormente se resuspendiercn las células
suavemente y se cuantificd el porcentaje de las gue
formeron rosetas (rosetas FEAY., Se considerd que una cklula
farmaba uns rosete si tenia unidos 3 o més eritroeitos.



" Marcado de proteinas por el meEtocdc de la Clcraminag T
(823

Llas inmunoglcbulinas se dializaron contra amortiguadcr
de Fosfatos 0.05 M, pH 7.5. En este mismo amortigusdor se
disclvieron todos los reactivos, excepto 21 Na /%7 (New
England Nuclesar, Boston, MA)., A 0.1 ml de amortiguadar de
fosfates conteniendc un méximc de 2 mg de preoteing, se
afadid 1 mCi de Na ‘®I en PBS. Posteriormente se afadieron
en forma secuenciada 0.1 ml de las siguientes socluciocnes:
Cloramina T 3.5 mM, metabisulfito de sodio 12.68 mM, Nal
13.3 mM, agitandc cdespués de la adicitn de cada wuna de
ellas. Para separar la proteima marcada del /*71 libre, la
mezcla se pasd por una columna de Sephadex 5-25 (1.5 x 20
cm. equilibrada con PES por la gue previamente se habia
pasado S mg de alblmina sérica bovina (ASB>. Se colectaron
fracciones de 0.5 ml con una velocidad de Flujo de 30 gotas

por  min, Se contaron con un contador gamma allcuctas de
estes fracciones y se midid 1ls D.0. 2B0 nm de las
mismas. Se tomS la parte de la elucidn en la cual

coinsidieron el mayor nomero de cuentas radiactivas y de
D.0o. i

Para conocer el porcentaje de incorpocscidn de la
merca radiectiva & las proteinas, se tomd 0.05 ml de
material seleccionado y se afiadi€ a C.S ml de &cido acético
al E% frio, s Estoc se sfadi 0.025 ml de alblmina sérica
bovina (ASB) a8 una concentracitn de 20 mg/ml 4y se de)d
reposar por 3 min. en frio, Posteriormente se centrifugd
a 3,000 rpm por 5§ min. y se cuantifict por separado 1la
radiactividad del sobrensdante y del sedimenta. Se calculb
el porcentaje de icdinacifin por la siguiente fbrmula: ‘

cpm en el sedimento
% de jodinacifn = x 100
cpm en-8l sobrenadante

., Marcado de proteinas por el método de Bolton y Hunter
(63)

Se deposit& 0.025 ml de amortiguador de boratos 0.1 M,
pH B.5 con un mBximo de 1 mg de proteina, en un recipiente
de cristal que contenia 1 mCi de '®] en el rectivo de Boltan
y Hunter (Amersham Arlington, I1ll.) y del cual previamente
se elimind el solvente por evaporaciin con nitrgeno. La
mezcla se incubS 8 4°C por 15 min, agitsndo
perifdicamente, se sfadif 0.5 ml de amcrtiguader de



boratos, 0.1 M, con glicina 0.2 M, pH 8.5, se incubd a 4°*C
PO 5 min, Se separd la proteina marcada del *S1 libre en
igusl forma a lo descrito en el mBtodo anterior.

Marcado de proteinas con lsotiocianato de Fluorescelna
CITFC2 (B4).

A 10 ml de amcriiguador de carbonatos salinc
{carbonatos 0.5 NM; NaCl 0.5 M), pH 9, conteniendo 10 mg de
inmunoglobulina, se le afadic 1 mg de ITFC (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo.J y se dejd en agitacidn por 18 horas a
$°C. Posteriormente se separd la proteina marcada del
fFluorocromo libre, pasando le mezcla por una columna de
Sephadex G-25 (2.5 x 40 cm) equilibrada con PES. Se
colectarocn fracciones de 0.5 ml @ razdn de 30 gotas/min,,
se leyd 1ls D.0O. de cada fraccifn a 280 y 4385 nm. Se
recupert la parte de la elucidon donde coincidif el aumento

de 1la D.C. en las dos longitudes de onda antes
mencionadas. Se calculd la relacidn Flusresceina/proteina
(Rel. F/P) y la concentracifn de proteina ccn base a las
siguientes fGrmulas:
2.87 (0.0, 280 nm> -
F/P =
0.0. 280 nm - 0.35 (0.0. 485 nm)
D.0. 280 nm - 0.35 (D.0. 485 nm>
P -

1.4

Marcado de proteinas con Isptiocianato de Fluoresceina
¢ celita por el mBtodo répido (85).

A 2 ml de amortiguador de carbonatos 0,05 M, pH 6.5,
conteniendo 10 mg de proteina, se afadif S mg de celita
conteniendo un 10% de ITFC (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo.), se agitd por 3 min. a 4°C. Lla mezcla se centrifugd
a 3,000 rpm por 3 min. Yy se separf la proteina marcada del
fluorocromo libre por filtraciSn en gel de una columna de
Sephadex G-25 (1.2 < 20 cm), equilibrada con PES, Ce
colectaron fracciones de 0.5 ml a razbn de 20 gotas por
minuto, El resto del procedimiento se llevd a cabo en
farma similar a lo descrito en el métpda anterior.
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Unidn de proteinas marcadas con 2 Sepharosa

proteins A.

Se usaron columnas de Sepharosa-proteina A (Sigma
Chemical Co., 5t. louis Mo.), de 0.5 ml de volumen
equilibradas con PBES. Se les afiadiercn los microgramos de
proteinas necesarios pars tener 300,000 cpm. Se incubaron
por 30 min., postericrmente se passarbn por la columns en
Farms secuenciade, 10 ml de PBES y 10 ml de amortiguador de
glicina-HC1l 0,1 M, pH 2. Se colectaron fracciones de 1 ml
a razbn de 0.5 ml por minuto., En algunos casos se pasB
tambi&n por la columna amortiguador de glicima-HC1l 0.2 N,
pH 3 y NaCl 1.5 N,

Purificacién de 1gG por Cromatografia de intercambio
iBnico (BB)

Suerc humanoc dializado contra amortiguadcr de fosfatos
0.01 M, pH B, se pasE por une columna de DE 52 (Whatman,
Maidstone Kent, U.K.> de 2.5 x 70 cm, equilibrada con el
mismo amortiguador usado para la di&lisis. Se usfd 1 ml de

resina por  cada 15 mg de proteina. Se colectaron’
fracciones de 3 ml a razdbn de 1 ml por min., y se leyd la
B.Oo. 8 ©B0 nm de cada una de las fracciones. Aguellas en

las que se encontrd alta D.0. se reunieron (&sta fué 1le
1gG>, posteriormente la columna se lavE con NaCl 1.5 n.

Purificacin de IgG mediante filtraci&n en gel (BB)

En una columna de Sephadex G-200 (2.5 x 70 em2,
. equilibrada con amortiguador de Tris NaCl (Tris 0.1 N; NaCl
1 M, pH 7.2, se pasaron 5-10 ml de suero y se colectaron
fracciones de 5 ml a rsz28n de 0.3 ml por minuto. Se leyd
la D.O. 8 ©2BC nm de cada una de las fraccicres, se
observeron tres ascensps de la misma. En los tubos
correspondientes al segundo ascenso de la D.0O. se encontrd
-la Fraccibn enriguecida de IgG.



Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

la pureze de las proteinas chtenidas por lcs métodos
anteriores, Ffue analizada en geles de poliscrilamida al 12%
(relaciones acrilamida:bis-acrilamida de 30:0.B y 30:0.37.,
utilizando el sistema de amortiguadorgs discontinuos de
Laemmli (873, Las muestras fuercn resuspendidas en el
amortiguador para muestras de lLaemmli, en presencia de 50S
y mercaptoetancl y hervidos inmediatamente antes de la
electroforesis, durante la misma se mantuvo una corrisnte
de 20 mA hasta que el colorante 1llegd z1 gel separsdor, u
se continud con 40 mA hasta gue alcanzd el borde del gel.
Postericrmente, los geles fueron tefiidos con azul de
cocomasine (metanol al 30%, &cido ac8tico al 10% y azul de
coomasine al 0.08B%) y Fueron destefiidos con &cido ac8tico
al 10%.

’Jncubaciﬁn de células con Inmunoglobulinas marcadas
zon 161

Se incubaron 1 x 10-6é c&lulas Daudi con cantidades
variables de IgG humana normal, marcada con 1 (50-500
yg) - en 0.5 ml de RPMI con 1% de ASB, en presencia o
ausencia de 10 mg de Igb6 humana no marcada, a 4 y 37°C, por
1 hora. Posteriormente las cElulas se lavaron en dos
ccasiones con el mimo medio, fueron transferides a8 otro
tubo para otroc lavado, y se cuantifict le radicactividad

'presenté.an las mismas con un contador para radiaciones.

-

s

Incubacitn de cE&lulas con g6 anti RNP marcada con 1

Se, incubaron 1 x 10-¢ cElulas, las cuales contenlan un
25% de células T7, con 5 ug de anti-RNP ‘*I, en 0.5 ml de
MEM con 1% de ASB, en presencia o ausencia de 500 ug de
Ig6, 8 4 y 37°C por 1 hora, el resto del procedimientoc se
llevé 8 cabo en forma igdal &8 lo descrito en el mEtpdo
anterior.

Incubacifn de cé&lulas con inmunoglcbulinas marcadas
cen ITFC

Se incubaron 1 x 10-€ cBlulas en 0.2 ml de MEH, en
presencia de 2.1 o 4.2 mg de anti-RNP o 1g6 control
marcadas con ITFC por una hora a 37°C, Posteriormente, las
cE€lulas se lavaron por 3 ocasiones con PBS con 1% de RSB
(PES-ASB), se resuspendierocn en 0.2 ml del mismc
amortiguador y se les afiadid une gota de szul trip8n al

b Rk e




0.04%. Uma allcuots de ssta mezzls, se colozf entre un
portscbjetos u un  cubrsobjetos, u sg revisZ con  un
microscopic, con objletivo de 40 asumertos y ocular de 10,
alternandc 1z iluminaciEn visible L ultraviclsta. SE

contarcn las células con marce flucrescents en el nldcleo
y/c, en el citocplasma. Se cuantifict el porcentaje de
cBlulas viables antes y despuBs de la i{ncubacion de &stas
con laf'esrctginas. Se revisd un mInimc ds 400 célulass  per

experimento.

Estimulacidn de cZlulas con Concanavalinag A (4
Las c&lulas mononucleares 2 una concentracidn de 1 x
10-€ /ml en MEM suplementadc con 2 mM de L-glutamina y 10%
gz S5FT, se incubaron en presencia de Concansvalina A

(Con-AJ, 1la cual se encontraba & una concentracidn de - 1.5
sg/ml, por 72 horas & 37°C en ambiente de CO2 al 5%.
Postericrmente se lavarcn 3 veCes con PES U SsE

resuspendisron en NMEM & la concentracibn dessada.

Bisgueda de snticuerpsos en ! nicles de las cElulas de
pacientes con  Enfermedad minta del tejido conectivo
CEMTC: .

Las cé&lulas mononucleares cepletadas de macrSfagos de
pacientes con EMTIC, se lavaron por 3 ccasiones con PBS, se
resuspendiercn en £l mismo amortigusdor a8 una concentracifn
de 1 »x 10~¢ cE&lulas/ml, se hicieron frotis de las mismas y
se dejaron sscar al aire. los portsobjetos se sumergieron
en etanol a8l SB% por 5 minutos, posteriormente se  lavaron
con PBS-ASE por 3 ocasiones, s sumergieron en agua
oxigenada al 0.5% para eliminar la actividad de peroxidasa
endbgena, se lavaron nuevamente y s& les ahadi& una
solucidn de Fragmentos F(ab) anti-I1gB humana marcados con
peroxidasa (Eic Sis, Campiege, Francial a una concentracidn
de 100 ug/ml. Posteriormente fueron lavados con PES-RSB e

incubados con el sustrato de la peroxidasa (3-3
Diamino-bencidina, 5 mg en 10 ml de Tris 0.058 M pH 7.6 y
agua oxigenada 0.01%3, por 5 minutos. Despufs fueran

lavados y revisados con el microscopio, usando sbjetivo de
inmersibn, se revisaron un minimo de 400 células por
experimento. Como controles positivo y negativo, se usaron
c&lulas mononucleares pecmeabilizadas con etasnol e
incubadas con suero de los mismos pacientes o de individuos
sancs, las cuales fuerscn tratadas posteriocrmente comc las
preparaciones anteciores.



Bosgueds de snticuerpos en los niclscs de las c&lulas
incubadass con suero con actividad anti-RNP

Sg incubaron 1 x 10-¢ cZ8lulas de pacientes con ENIC o
de individups sanos, con 200 ul con susro de une  paciante
en el cual se habia detectado un titulo de anti-RNP de
1:1.6 x 10-7 |, por uns rare a 37°C. Fostericrmente las
c€lulas seg lavaron con PES-ASE, El resto dsl procedimiento
se llevb a cabo en la misma forma gque en el mEtodoc descritc
anteriaormente.

Cuantificacitn de anticuerpos anti-RNP

Se usB uwn mEtodo de hemaglutinacidn indirecta, con
eritrocitos de carnerc recubiertos de antigenc extraible de
niclenos (obtenido del Institutoc Nacional de la Nutricidn,

México, D.F.J, ¢tratado o nc con ribonucleasa A (Sigma
Chemical Co., ©St. Llouls, MO.)., 3e colocaron en cajas de
hemaglutinacién, 25 ul del suerc problems en diluciones
seriadas, empezando or una dilucidn 1:200 y 25 ul de las
suspensiones de los eritrocitos al 3%, Se dejsron repasar
en frio, toda la noche. El +¢Itulo de anti-RNP, se
considerd comoc el valor de la mayor dilucién del suero en
la cwual hubo sglutinacifin de los eritrocitos no tratados
con ribonucleasa, perc no asi con los eritrocitos tratados.,



RESULTADDS
Asociacidn de 1g6-*1 a cBlules Daudi.

Se ha descrito que los anticuerpos penetran & los
linfocitos T y B gue poseeen receptores para el fragmento
Fe de 1la IgG (53), por &sto, al iniciar los trabajos, se
selecciond la linea celular Daudi, la cual estd constituida
por células de estirpe linfcide tipo E. Se cuantifict el
porcentaje de Estas que expresaban en suU  membrana
receptores pare el fragmento Fc de la IgG. Se esncontrd que
dichos receptores se encontraban presentes en el 40% de las
mismas,

Por otra parte, tamhién se ha reportado que
anticuarpos de origen animal son capaces ds penetrar a las
cBlulas al igual que las de origen humano. Para probar si
la internalizacidn de las inmunmoglobulinasy es un fendSmano
general, no reservado & las especificas contra RNP, se

incubaron a8 4 y 37°C, cElulas Daudi con cantidades
crecientes de inmunoglobulirmas (purificadas a partir de
susros de individuos sanos), gue previamente Fueron

marcadas con /91, mediante el M&todo de la Cloramina T (1 x
10-¢ c&lulas |y S0-500 upg de IgG- 1 en SO0 ul de medio de
cultival,

A pesar de gue ' sE usaron grandes cantidades de
inmunoglsobulina marcada, no se alcanzb la saturacidn del
gsistema, ni 8 4 nia 37°C (Tabla 1 y Fig. 4 J. No hubc
ofecto de compstencia ni a4 nia 37°C cuando en los
ensayos se afadid inmunoglobulina sin marca (Fig. 2
Tabla 2).

Marcaje de protelnas con’®] por ®1 MBtodc de 1la
Cloramina T en comparacifn con el de Bolton y Hunter

Para evaluar la posibilidad de elteracibn de las
moléculas de inmunoglobuline por el procedimiento de
marcado con isStopos, se analizb la propiedad de las
inmunoglobulinas marcadas corl por diferentes mBtodas, de

unirse por sU fragmento Fc a los receptores
corraspondientes ®n la proteins A del estafilococo y su
desplazamiento mediante spluciones de pH bajo o©

hiparosmolares, 8sto como un indicador de alteraciones a
nivel molecular.

~
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Se observd que 8 pH 7,2, las inmunoglobulinas marcadas
por el Método de 1la Cloramina T o por el de Bolton y
Hunter, se& unieron 8 las columnas de Sepharosa-proteina A,
Las marcadas por el método de Bolton y Hunter fueron
eluidas F&cilmente con un amortigusdor de pH #~cido,
mientras que las marcadas mediante al método e la
Cloramina T no se eluyeron con ese mismo tratamiento, ni
con el uso de soluciones hiper-osmolares (figuras S y BJ.

Tabla 1. Efectc de la tesperatura en la asociaciin de 1g6-439] a células Daudi.

¥g de l1gb-23%] pg de Proteina ¥g de Proteina Incresento 1
snadids ol szdic asoziada & 8'0 (R)  gscciada a 37'0 (B {B-R)
50 0,633 4 0,008 0,047 £ 0.01C o 0,084 30,05
100 0.082 ¢ 0,006 0,093 % 0,007 0,014 30,05
250 0,280 2 0.014 0,188 ¢ ¢.018 -
500 0,806 ¢ 0.050 0,593 & 0004 -

Las condiciones son las mismas gue & 1a figura 4, Los ensayos se hicieran por
duplicado, Para el andlisis se usé 1a pruebs T de Studeni.

Nota. En'este experisento y en los reportados an las tablas 2 y 4, el ndser

de gatos fue insuficiente para hater un adecuatc andlisis estadistico) sin
eabargo éste, se llevé 3 cabo para apoyar los resultados,
\
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Proteina asociada a las c&lulas (ug3l
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Protelna en el medio Cugd

Fig. 4. Efectc de la temperatura en la asociacibn de
1gt humana ] a células Daudi,en presencis y an susencis de
1gG.

Las condiciones que se utilizaron fusron las
siguientes: 1 x 10-€ c8lulas, S50-500 ug de IgG 1 y 10 mg
de IgG en 500 ul de madic de cultivo.

A, Incubacitn a 4°C

B. Incubaci&n s 37°C

---En ausencia de 1gG.

»++» En presencia de IgG.
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Tabla 2, Efecto resultant
B

I

py de Igo-12%]
atadids &l medio

50
100
50
300

2.~

§g de 1g6~13%]
atadids & setio

50
100
250
500

3
la Igp—'?®%] & 1

ausancia de
g6 (A)

0,633 & 0,005
0,082 & 0,008
0.250 £ 0,014
805 & 0,050

0.038 ¢ 0.000
0,073 ¢ 0,007
o2bb 2 0.01%
0723 & 0,068

AusenCia g8
15 A)

0.047 2 0.010
0.0%3 2 0,007
0.165 ¢ 0.036
0,55 2 0,084

o= Ensavo realizads & 4°C,
2.- Ensayo realizado a 30'C,

presencia Ge

Igh 1B
0.051 2 0,010
0,101 £ 0,005
0,200 ¢ 5,017
0,678 0,046

Para ¢ aadlisis se uso la pruets T de Student.
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¢ d2] uso de 1gb (cosc cospetidor) &n ls ascciacidn de
s células Daudi & diferentes teaperaturas,

Frateins
desplazada (A-B}

0.04 0,08
0,083 20,05
Froteini

desplasada (A-B)



1>

NuM .S FRAC.

Figura S. Desplazamiento = de las inmunoglobulinas
marcades por sl método de Bolton y Hunter, des la columna de
Sepharasa-proteina A,

$ Inicio de elucifn con amortiguador de glicins HC1 0.1
M pH 3, ' .
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Figura 6. UOesplazamisnto de las inmunaglobulinas
marcadas por el mStocdoc de la Cloramina 7, de la columna de
Sapharosa-prota!na A.

+ Inicio L de la slucifin con amnrtiguadar de gl&rinl HC1
‘0.1 M, pH 3, $Elucibn con glicina HCl G.2 M, pH 3.4 Elucibn
con NICI 1.5 n,
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Asociacifn de anti-RNP a las células

Considerando gue de acuerdo a lc reportado, la
penetracidn de los anticuerpos ocurre principalmente en las
cBlulas T con receptores psra el fragmento Fc de la 1gG, se
gbtuvo una poblacidn de c8&lulas T en la cual, el 25% de
. estas células tenian receptores Fc para IgG (T1). Estas
células en nimerc de 1 x 10-¢.8e incubaron con 5 ug de
anti-RNP-'*"1 a 4 y 37°C en S00 ul de medic de cultiva. En
otros tubos ademéds de los antes mencionado, se afadid 500
ug de 1gG para gque esta protelina compitiera por los sitios
de unibn.

No hubo diferencia entre la cantidad de proteina
radiactive asociada a8 las cB&lulas czon las dos temperaturas
usadas. Tampoco hubo desplazamiento del material
radiactive asociado a las c&lulas cuando se usS la proteina
sin marca comoc competidor (Tabla 33.

Tabla 3. Efecto de 1s tedperaturs y de 1s presencia de Jab sobre la
ésaciecién e anti RNF-19%] 5 1o células,

Teageratura te 1a jncubasidn Incresents p
' (A MANE:Y (B-R)

Froteina asociada
o0 ausentis o SO0 0.024 £ .001 0,025 £ 0.001 0,008 20,05
ug de Ig6. ‘

Proteins asociads
on grasencia de 500 0008 ¢ 0,000 0,026 & 0,001 0,001 30,08

. ap de 1y,
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Asociacion de proteinas marcadas con isotiocianato de
Fluoresceina a células.

En los trebejos iniciales referentes a la penetraci@n
de los anticuarpos a c&lulas, se usaron anticuerpos
obtenidos a partir del suero de una paciente con EMTC, en
el cual por prusbas de hemaglutinacidn, se detectd un
titulo de anti-RNP de 1 : 1.6 x 10-6,

Para encontrar & un paciente en cugo susro hubiera
anticuerpos a titulos similares, se probaron los sueros de
aproximadamente 200 individuos en 1los cusles se habia
diagnosticado ENMIC o se sogspechaba &sta. Se encontrd & una
paciente, con un tiltulo muy alto de anticuerpos anti-RNP
(1 : 1.6 x 10-¢ ). De este suero se purifict 1la 1gG
mediante Cromatografia de intercambio iBnico con DEAE
celulosa, por el mismo método, se purifict I1gG, a partir
del suero de un individuo sano. Ambas lotes de proteinas,

fueron marcadas con 1TFC, Las relacianes de
fluoresceina/proteina obtenidas Fueron: 1.08 y 1.1
respectivamente. Se obtuvieron c&lulas mononucleares de

individuos sanps y s& depletaron de macrbfagos, &stas se
incubaron con cada una de las preparaciones fluorescentes
(1 x 10%cé&lulas, 2.1 mg de protefina en 200 ul de medio de
cultivo) a 37°C. No se encontraron c8lulas fluorascentes.

Para lograr una aproximacibn a las condiciones sn las
que se llevaron a cabo los experimentes iniciales (53-85),
se aumentd le cantidad de proteina en los  ensayns, hasts
4.2 mg, pero los resultados también fueron negativos.

En el primer trabajo referente a la penstracidn de
anticuerpos a cBlulas vivas (53), 1los anticuerpos se
purificaron mediante Ffiltracifin en gel con sephadex G200,
mientras que en nuestro trabajo se ustS Cromatografia de
intercambic ifnico. S considerS la posibilidad de que 1la
purificacidn por filtracifn en gel, hubiara permitidc
seleccionar alguna poblacibn muy particular de
inmunoglobulinas, que fuera la responsable de 1la
rsalizacifn del fenbOmano de internalizacifn y gque &sta sa
hubiera perdidc con la purificaciSn por Cromatograflia de
intercambio iBnica. Para explorar esta posibilidad, se
purificaron inmunoglobulinas a partir dal suerc de la misma
paciente y ds un individuo sano de acuerdo a lo realizado
an los trabajos iniciales (S4), El material obtenido por
este mBtodo resultS tener una menor pureza que ls lograda
por CromatografiIa de intercambic i&nico, fig. 7. Se marct
con 1TFC obteniendose relacionss F/P de 1.08 y 1.1 para @&l
anticuerpo y &l control respectivamente. Con este material
se llevaron a cabo esxperimentos con el protocolo descrito
anteriormente. El mismo experimsnto se hizo en & ocacionss
§ Gunicamente en wuna, en el ensayo con el anticuerpo, se
encontré una sola c&lula que fluorescia en la regifn

1~32-1



-

nuclear, perc esta célula presentaba caracteristicas
morfolbdgicas diferentes & las de los linfocitos, se
considerd que se podria tratar de un macrdfage o de un
linfoblasto, fFig. 8.

Usc de las células estimuladas con Con-A y bOsqueda de
pinocitosis de adsorcidn fecilitada.

Se ha reportado gue la penetracitn de los anticuerpos
ocurre principalemente en células estimuladas con
mitSgenos, entre ellos, 1la Con-A, Se 1llevaron a caho
exparimentos en los cusles se usaran células estimuladas
con dicho mitSgano y un  nNuevo lote de anticuerpos
Fluorescentes, el cual tenie una relacibn F/P de B.6.

Con base al conocimiento de que la Con-A puede inducir
pinocitosis de adsorcibn Facilitada de lipoproteinas (3,4),
seg incluyeron en el experimento, ensayos en los cuales se
afadid « metil-D-mandsido que es el ligando especifico de

la Con-RA, el cual de haber pinocitosis de adsorcidn

fFacilitada la biloguearia. Hubo fFluorescencis en la regidn
rnuclear de las células, &n cada una de las 3 condiciones
seleccionadas, tabla 4. ’
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Figura 7. Electroforesis = -en gel de
Poli-acrilamida-5DS de protelnas purificadas por diferentes
métodos,

A, Proteinas purificadas por Cromatografia de
intercambioc ibnico con JE 52.

B. Proteinas purificadas por Filtracibn an gel con
Sephadex G-200.
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Fig. B8 Cé8lula con fluorescencis en la regifn nuclear.
A.-lluminada con luz visible. ' B.- Excitada con luz
ultra-violseta.



Tabla 4. Asociscifn de protetnas flugrescentes a

cEélulas estimuladas o no con Con-A. | Para estos
experimentos se usd 1 x 10-6éc&lulas, 4 mg de proteina
flucrescente 9] & metil-D-mandsido 0,025 M. Los

experimentos se hicieron por duplicado,
% cBlulas % citoplasma % nicleo

C&lulas mononucleares .
estimuladas con Con-A as 2] 35

Células mononucleares
egtimuladas con Con-A
y o« metil-D-man8Ssido %3 B 40

C&lulas mononucleares
no estimuladas 4e 1 43

Efectc de las variaciones en la relacibn F/P de las
proteinas, sobre la asociacifn de las mismas & las células,

Para investigar el efecto gque el sumento des la
relacisn F/P de las proteinas, timne sobre la asociacisn de

las mismas & las cElulas, se marcaron anticuerpos e
inmunoglobulinas control, tratando de obtener difsrentes
ralacionas F/P. Con el material ocbtenido, se incubaron

cBlulas mongnucleares depletadas de macr&fagos, obtenidas
de individuos sanos, table S5 y Faigura 9.

Se observd una relaciBin directs entre el incrementc de
la relacidn F/P de las proteinas y el porcentaje de células
fluorescentes, tantc en el caso de las cé&lulas incubadas
con el anticuerpo compo las incubadas con la inmunoglobulina
control. La marca se localizd principalemente en el &rea
celular correspondiesnte al niclso. ‘

En 1la figura 10 pueden observarse cBlulas con
~fluorescencis en la regifn del citoplasma y del nicleo.
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Tabla &S. Efecto del incremento de la relacilin F/P ean
1s asgciacidn de las proteinas a las cBlulas (1 = 10-6
cBlulas mononuclearaes, 4 mp de proteinas en 200 ul de medio
de cultival.

Anti-RNP
F/P % cElulas % citoplasma % ncleo
1.1 e 0 o
1.8 7 0 7
3.5 a4 10 20
6.8 42 4 40

1gG cantrol

F/P % cBlulas % citoplasma % notleo
l1.03 o ' ] oB 0
2.1 7 0 7
3.1 21 4 ' 20
5.5 40 3 3s
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Celulas Fluorescentes (%)

Anti-RNP

. ]
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1 2345 678 I 234 §¢¢ 118 ’ 134846738

Relacifn F/P

1gG control

I
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12384 S ¢ 78 23 4% ¢ 2

Relacisn F/P

Fig. 9. Asociscibn entre el incremanto de la
ralaciéin  F/P de las proteinas y del nimero de células con
marca fluorescente,
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Fig. 10. Cé&lulas mononuclesres con fluorescencia en

la regidn del citoplasma y del nicleo. ,
' a) CE&lula con Ffluorescencia en la regitn del
citoplasma; b) la misma cBlula, iluminada con Fuente de luz
visible; &) c8lula con fluorescencia en la regibn del
nicleo; d) la misma c&lula, iluminada con fuente de 1luz

visible, .
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Bisgueda de anticuerpos en el interior de las c8lulas
linfoides de pacientes con EMTC.

Se ha reportado que en el intericr de las cé&lulas
monochucleares de los pacientes con EMIC, se encusntran
inmunoglobulinas fijadas &l nicleo de las mismas (5S4).
Pars determinar si era necesario, para que la psnetracibn
de las inmunoglobulinas tuviera lugar, se requeria de algun
factor del suero difsrente de &stas, o si alguna poblacibn
de inmmunoglobulinas que fuera capaz de penetrar se
estuviers perdiendo durante los procesos de purificacifn,
se decidif buscar dichas moléculas en el interior de las

c8lulas de pacisntes con ENMTC. Para esto, se usaron
fragmentos F(ak) marcados con percxidasa (Fab-POX)>, con
actividad anti-IgG humana, preparadaos en cabra. Se

determind la dilucibn de los fragmentos que permitif una
mejor eficiencis en el funcionamisnto de los mismos, Esta

fFué 1:50. Se comparS ls sensibilidad de los fragmentos
Fab-POX con la de los anticuerpos fluorescentes, en su uso
para la biOsqueda de anticuerpos antinucleares. Los

fragmentos Ffueron 1los mis sensibles, un susro positivo
hasta wuna dilucifn 1:20C por inmunofluorescencia, loc Fué
hasta 1:400 con los fragmentos.

Se wusaron células de 5 pacientes con EMIC, en el suero
de los mismos, se cusntificaron anticuerpos anti-RNP y se
determinf 1a presencia de anticuerpos antinucleares. Tabla
7l

, Tabla 6. - Anticuerpos anti-RNF y anticusrcpbs

antinucleares en sl -sueroc de pacientes con EMIC.
Pacisnte Anti-RNF anticuerpos antinucleares

1 ~ 1:200 +

2 1:200 +

3 1:1.8 x 10° +

4 1:290 +

5 1:200 . +
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Las células mononucleares de los wmismos pacientes
fueron depletadas de macrif agos u se cuantificd el
porcentaje de 1las mismas gue tuvieron receptor para el
fragmentoc Fc de la IgG. Se encontrd gue entre 10 y 14% de
las cé&lulas de los diferentes pacientes, tenian dicho

receptar.
Las células obtenidas, fueron  permeabilizasdas y
tratadas con los fragmentos Fab-POX anti 1gG. No se

encontrarcn inmunoglobulinas en el niGcleoc de las cElulas de
los pacientes, mientras gue en el control positivo,
consistante an cBlulas moncnucleares permeabilizadas,
incubadas con un  sueroc con  anticuerpos antinucleares Yy
postericrmente con los FfFragmentos Fab-POX, se encontrd
positividad en el 87% de los nicleos, fig. 11,

Para tratar de inducir la penetracifin de anticusrpos
in wvitro, se incubasron células mononuclesres obtenidas de
individuos sanas con el suero en el cual se habia detectado
el tItulo mayor de anticuerpos anti-RNP. FPor otro lado
considerando la posibilidad de gue la penetracisn de
anticuerpos dependiera de caracteristices celulares propias
de la EMIC, se incubaron c@lujlas mononulceares obtenidas de
los pacientes con el mismo suero mencionado anteriormente.
Posteriormente se buscaron inmunoglobulinas en el ndcleo de
las células mediante el uso de los fragmentos Fab-POX. El
resultadc en ambos casos fué negativo.
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. Figura 11. a) Cé8lulas mononucleares con
inmunoglobulina G en el &rea nuclear, reveladas mediante el
uso de fragmentos Fab marcados con peroxidasa. b) C8lulas
de pacisntes con Enfarmedad mixta del tejido conectivo, sn
los cuales no se encontrd Inmunoglobulinas en el &rea

nuclear.
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DISCUSION

Lus resultados obtenidos en los experimentos &n  laos
cuales se usaron inmunoglobulinas sin actividad anti-RNP,
marcadas con 1 y cBlulas Daudi, no nos revelaron que
hubisra ocurrido une penstracifn de dichas moléculas a las
cEilulas, pues no hubo un incremento en - la cantidad de
proteina asociasds & las c&lulas a 37°C, con respecto 8 la
que se asocid a 4°C, Tampoco parecif haber sitios de unidn
especifica, pues no ocurrib un desplazamientoc de las
proteinas asociadas & las cBiulas cuando se wushb el
competidar especifico. Por otra parte, no se alcanzd la
saturacifn del sistema a 4 ni a 37°C.

Se considerd gue la alteracibn causads a las
inmunocglobulinas  por el método de iodinacidn con Cloramina
T 4y revelsdas por su unifin irreversible a la columna de
proteina A-Sepharosa, podria ser la responsable de que la
internalizacidn no hubiera ocurrido, sin embargo, cuando se
usaran anticuerpos marcados por el métodoc de Bolton y
Hunter, (mismo gus no produjo alteracidn sperente a las
inmunoglobulinas) y célula T enriguecidas en la poblacifn
de Tr, tampoca hubo internalizacisin ni wni6n sspecifica
aparents, lLa ausencia de uni&n de las inmunoglobulinas a
los receptores Fc de las cé&lulas, podries explicarse por la
baje afinidad de los monbmeros de IgBG, a8 los receptores
celulares correspondientes, como ha sido demostrado en
otros sistemas celularas (68,877,

Dado gue los resultados obtenidos en los experimentos
antariores, nc habisn revelado gue hubiera penetracisn de
anticuerpos a8 c8lulas, se decidid tratar de reproducir el
método, mediante el cusl AlarcBn y colaboradores (530
encontraron inicislmente &l sistema de penetracifin de
anticuerpos a chlulas, Se obtuve un suerp con gran
actividad de anti-RNP y 8 partir de &1 se purificsron las
1g6 por Cromatografis de intercambio ifSnico, sn el materiasl
obtenido se determind una sctividad de anti~RNP de 1:8 x 10
a8 una concentracidn de 42 mg/ml. Este material se marcd
con Isotiocisnato de Fluoresceins y con 81 se hicisron
diversos axperimentos tratando de reproducir las
condiciones usadas en los experimentos en los que se
detectS la penetraciin de anticuerpos a cBlulas, pero no ss
encontrd gue 8sta ocurriera.

Posteriaormente se purificaron inmunoglobulinas con =1
m&toda usado en los trabajos originales (Filtracifin en gel
con Sephadex G-200), 4 con este material marcado con
flupresceIna, tampoco se logrb reproducir el fenfimsnac de
penetracisn, Unicamente en un casc se ancontrd una sols
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célula que tenia Fluorescencia en el &rea nuclear, aungue
gésta tenia caracteristicas morfolSgicas similares a
macriofagos o 8 linfoblastos, Se considerd gque debido a8 gque
el m&todo usado para depletar de macrSfagos a las células
mononucleares, habia dejado- un 3% de aguellos como
contaminantes, existia una alta posibilidad de que dicha
c&lula fuera un macrofagao. La relaciorn F/P de 1las
inmunoglobulinas usadas en estos experimentos ‘fuB cercana a
1.

Ya que se ha reportadc que la penetracidn de las
inmunoglobulinas tienme lugar en un gran nodmero de las
cElulas estimuladas con Con-A, se buscd dicho fenSmeno en
células previamente estimuladas. Dsbidc a que la Con-A puede
inducir pinocitosis de adsorcign (3,47, en el mismo
experimento, se buscd la existencia de la misma. Para este
experimento se prepard un nuevo lote de inmunoglobulinas
marcadas con Isotiocianato de fluoresceina, el cual tenia
una relacifn F/P de B.B .

Se encontrd que un gran nimasro de c&lulas incorporaron
marca fluorescente, principalmente en la regifn nuclear,
pero estoc ocurrié tanto en las preparaciones estimuladas
con Con-A, como en aguellas en las gue s& usl «
metil-D-manfsidoc para bloguear la pinocitosis de adsorcifn
facilitada, y tambiBn en las cElulas no estimuladas. Se
considerf gque el wuso de las 4inmunoglobulinas con alta
relacin F/P, podria ser la responsable del fenBmeno
encontrade, ya gque se hs reportado que el wuso de proteinas
con alta cargs elBctrica lleva &8 que estas se asocien a la
célula en forma no especifica (71,72), y el ITFC, introduce
cargas nepativas a la molécula a la cual se une (BY42.Por
otra parte, tambi&n se ha reportadc que otro factor que
puede favorecer las uniones inespecificas, de las protelnas
marcedas a las cBlulas, es el uso de dichas proteinas en
concentraciones altas (73), y tanto en nuetros experimentos
comp en los de Alarcbn y colaboradaores, las concentraciones
de inmunoglobulinas usadas, fueron altas (53).

Mediante el usc de inmunoglobulinas con difarentes
relaciones F/P, se encontrd que existe una relacidn directa
entre el incremantc en la cantidad de fluorocromo unidoc a
las proteinas, y el aumento del numero de las cBlulas a las
cuales dichas proteinas se ascciaron, principalmente en la
regidbn nuclear. EstS se encontrS cuando se usB anticuerpo
y también cuando se usf inmunoglobulina control.

Se consider5 la posibilidad de que la internalizacifin
de 1los anticuerpos fuera favorecida por las condiciones que
tienen lugar internamente en el, paciente con EMIC, é&sto es,
que, ocurriera preferentemenre in vivo. Para corroborar
&sto, se huscaron las inmunoglcbulinas en el nicleo de los
linfocitos de los obtenidos de pacientes con EMIC, perc no
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se encontraron. Tampoco se encontraron inmunoglobulinas en
el niclec de los linfocitos cuando se intentS inducic su
internalizacién in wvitro, incubando células de individuos
sanos © de pacientes con EMIC con suero en el cual habia un
titulo altoc de anti-RNP.

Desafaortunadamente para el proyectao, los pacientes con
EMIC son pocos, 4 aquellos en cuyo suero hay una gran
cantidad de anti-RNP son adn menos. durante este trabajo
soplamente se contd con un suero con dicha caracteristica,
de tal forma que los resultados obtenidos deben ser
consideradas en Fforma particular, puestoc que no Se puede
descartar la posibilidad de que existan variacicnes entre
los anticuerpos de los diferentes pacientes, £sto &s, que
existieran diferentes poblaciones de anti-RNP, unas con
capacidad de reconpcer 8 su entigeno correspondiente y
tambi&n con capacidad de penetrar a las cBlulas, yy otras
que unicamente pudieran reconocer 8 su antigeno. También
debe considerarse la posibilidad de que los anticuerpoes
capaces de penetrar & las c@lulas, estuvieran presentes
unicamente en determinados pacientes con EMIC o en
determinados pericdos del padecimento.

Cabe hacer mencibn que las alteracicnes de la
Fisiologia de las cElulas, reportadas en varios articulos
(56-58), tambié&n podrian tener lugar sin que los
anticuerpos penetren a las cElulas, ys que los Ffragmentos
Fc de 1las inmunoglobulinas son capaces de inducir la
producciin de prostaglandina E por las células a las cuales
seg unen, llevando de esta forma a un sfectc supresor scbre
las cElulas blanco (7). La posibilidad de gue los
anticusrpos anti-RNP ejerciersn su efecto dafiino desde el
axterior de las c8lulas, ys ha sido considerade como una
alternative por 1los mismos autores que describieron por
primara vez 8l sistema de penstracifin de dichss anticuerpos
a las cBlulas (753.
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