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RESUMEN 

La endocitosis es el mecanismo por el cual la célula 
puede captar e internalizar material extracelular. Existen 
dos tipos de endocitosis, llamadas pinocitosis y 
fagocitosis. La pinocitosis a su vez, tiene tres 
variedades, les cuales son: 1.-Pinocitosis fluida, en la 
cual no exista sels=tividad alguna para el material 
endocitadc 2.-Pinocitosis de adsorción, en la cual si 
e>:iste selectividad y 3.-Pinocitosis por acarreamiento, en 
la cual una molécula para la cual no existen receptores en 
le superficie celular, es acarreada al interior de la 
célula mediante la unión a otra molécula, para la cual si 
existen receptores en la membrana celular. 

Se han descrito·diversas rutas que pueden seguir las 
molAculas una vez que penetren e la célula, las principales 
son:le ruta plasmaleme lisosoma y la ruta transcelular. 
Algunas moléculas, al ser· internalizadas pueden llegar 
hasta el nüclec de la célula. 

Se ha reportado que los anticuerpos contra la 
Ribonucleoprote{na Canti-RNP), los cuales aparecen en los 
P6C!entes con enfermedad mixta del tejido conectivo, pueden 
penetrar a los linfoc1tos, llegar hasta el núcleo ~ alterar 
el adecuado funcionamiento de dichas células. 

El objetivo de el presente trabajo, es el de 
un sistema que permita conocer el mecanismo por el 
anticuerpos anti-RNP se internalizan a la c!lule u 
que los mismos siguen hasta su llegada la núcleo. 

diseñar' 
cual los 
la t"uta 

Se llevaron a cabo experimentos en los cueles se busco 
en forma directa e indirecta la penetraciOn de las 
-inmunoglobulinas- -a los linfocitos. No se pudo - demostt"ar 
que les anticuerpcs penatren en forma selectiva a dichas 
c!Uulas. 

Se •comentan diferentes posibilidades 
explicar los t"eSultadOS obtenidos, 
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INTRODUCCCION 

Tipos de Endocitosis. 
Le endocitosis es el mecanismo por el cual la celula 

puede captar e internalizar material eAtracelular. La 
internalización de macromoléculas se realiza a través de de 
vesiculas endociticas, las cuales se forman a partir de 
elementos de la memtra~a ~lasmática.(1). 

Dependiendo del tamaño del material que va a ser 
internalizado, la endocitosis se divide en: fagocitosis y 
pinocitosis. El término fagocitosis se usa para describir 
la entrada a la célula, de grandes partículas generalmente 
visibles por microscopía de luz. Esta entrada ocurre por 
envolvimiento de la partícula por la membrana plasmática, 
con casi total exclusión del líquido del medio en el que se 
encuentra la partícula. La fagocitosis generalmente es 
llevada e cebo por células especializadas como son los 
mecrófegcs y los leucocitos polimcrfonucleares. 

El término pinocitcsis se usa pare describir la 
entrada a la célula, de péqueñas partículas o 
mecromcléculas come lipc-prctreínas, ferritina, complejos 
inmunes, enzimas, hormones, anticuerpos, toxinas, etc. 
e 1, 2). 

La pinccitosis dependiendo de su especificidad puede 
ser: fluida, de adsorción e mediada por receptores y por 
acarreamiento. 

La pinccitcsis fluida tiene las siguientes 
características generales: 

1) La velocidad de entrada de les moléculas es 
directamente proporcional e la concentración de las mismas 
en el;. medio. 

·2) La cinetica de entrada ne es saturable. 
3) Ne se detecta una fase de unión de las moléculas 

que se encuentran en el exterior de la· célula, a .la 
superficie celular. 

~) Ne existe especificidad para las moléculas que sen 
pinccitadas, 

5) Es proporcional a la temperatrura. 

La pinccitcsis de adsorciOn se caracteriza por: 
1) Le cinética de entrada es saturable. 
2) Una velocidad de · entrada que depende de la 

concentración de las mclécul~s que sarln andocitadas 
Cli,gandos), las mol!culas a las cuales éstas se unirln 
Creceptcres) ~le· afinidad existente-entre elles, 
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3) Requiere de una fase de union de las moléculas que 
serán endocitadas, a la membrana celular. 

~) Es altamente específica. 
5) Puede situar cantidades de moléculas en el interior 

de las células cuya concentración es mayor que la existente 
en el exterior. 

6) Es dependiente de energía. 

La pinocitosis por acarreamiento tiene características 
similares e las de la pinocitosis de adsorción, pero en 
este caso, le molécula de interés y para la cual no hay 
receptores en la superficie de la célula, es acarreada al 
interior de la misma por un ligando que tiene capacidad de 
unirse a los receptores celulares y a la molécula C3,q). 

Estos sistemas se encuentran esquematizados en la 
figura l. 

~· 
a. 

b 

.. 

Fig. 1. Tipos de pinocitosis. 
a) Pinocitoeie fluida. b) Pinocitoeie de adeorcien o mediada 

por raceptor••· e) Pinocitosie da adsorci~n facilitada. 
•Ligando. T Receptor. O Acarr•ador. ¡ Clatrina. 
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Rutas de entrada de las macromol§culas a las c§lulas. 

En 
sistemas 
cElulas. 

años recientes se han estudiado con interés, los 
de transporte de macromoléculas al interior de las 

Las células nucleadas incorporan a su interior 
molEculas seleccionadas del medio en el cual se encuentran, 
mediante endocitosis mediada por receptores. 

A través de la endocitosis mediada por receptores, la 
cElula incorpora nutrientes Cu~: dos a proteínas 
transportadoras) como colesterol, hierro, vitamina Bl2. 
También por este mecanismo incorpora ciertas proteínas 
plesm!ticas como la ~-2-mecroglobulina, hormonas como la 
insulina, gonadotropina coriBnica y factor de crecimiento 
epidErmico. Por este mecanismo se incorporan substancias o 
particulas dañinas para la célula, tal es el caso de la 
toxina dift8rica y partículas virales CS,6). 

Hasta hace algunos años, el término endocitosis era 
usado como sin5nimo de incorporaciOn de material externo o 
extracelular a lisosomas, en virtud de que ésta era la 
única ruta intracelular bien caracterizada. También se 
consideraba que la vesícula pinocítica y su contenido, une 
vez fusionados con los lisosomas, eran degradados C1). 

En le actualidad, se conocen varias vías de transporte 
intracelular, siendo · las principales: la via 
plasmalema-lisosome y la vía trens-celuler C7). 

La vra plasmalema-lisosoma. Cfig. 2) 

En la superficie externa de la membrana celular, 
existen receptores específicos para determinados ligandos. 
Los receptores pueden tener movimiento lateral espontaneo 
sobre la membrana, que los dirige a regiones especializadas 
llamadas fosas cubiertas. Estos receptores presentan el 
movimiento antes descrito independientemente de que llevan 
unido el ligando especrfico, Aste es el caso de los 
receptores de le lipoproteina de baja densidad ~LBD) CB,9> 
y les de la asialo-glicoproteina CASGP) Cl0). Otros 
receptores se pueden encontrar diseminados en la superficie 
de la membrana a inician un desplazamiento lateral dirigido 
a las fosas cubiertas al momento que se les una el ligando. 
Este tipo de desplazamiento se presenta en el caso de los 
receptares del factor de crecimiento epidfirmico, de le 
insulina~ de ciertos virus Cll). 
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Las fosas cubiertas están formadas por depresiones de 
la membrana celular recubiertas en su superf ici.e 
citoplásmica por una proteína denominada clatrina C12,13), 
dichas fosas fueron observad.as por primera vez en 196Y. por 
Roth y Forter en la membrana plasmática del ovocito del 
mosquito ClY.), posteriormente se describieron en muchos 
otros tipos celulares. 

Una vez que los complejos ligando-receptor se han 
situado en las fosas cubiertas, éstas sufren invag1nac1on, 
extrangulándose en su porción más externa dando lugar a las 
vesiculas cubiertas, las cuales pierden rápidamente sus 
cubiertas proteicas y se fusionan con el receptosoma. Este 
es un organelo pre-lisosomal inicialmente descrito por 
Pastan y Willingham ClS,16), el cual varía de forma y 
tamaño pudiendo ser esf~rico o cilíndrico y medir entre 
2,500 y Y.,000 A, tiene menor contenido proteico que los 
lisosomas de bajo pH en su interior Calrededor de 5). Esta 
última caracteristica favorece la disociación de los 
complejos ligando-receptor una vez que éstos han alcanzado 
el interior del receptosoma. De este organelo, los 
receptores pueden seguir o no el mismo camino que los 
ligandos. Pueden regresar a la membrana celular para 
iniciar nuevamente el camino de entrada, esto es, pueden 
reciclar o continuar su camino hacia los lisosomas. 

Algunos ejemplos de sistemas endocíticos en los cuales 
ocurre reciclaje de receptores son: LBD en fibroblastos 
humanos Cl7,18), B-glucoronidasa, ~-iduronidasa y 
transcobalamina 11 en las mismas células ClS,20,21), ASGP 
en hepatocitos de rata o humano C22,10), complejos de 
«-macroglobulina-proteasa en macréfagos alveolares de 
conejo C23), transferrina en c~lulas de teratocarcinoma de 
ratón C2Y.), en estos casos se ha demostrado que le c!lula 
puede internalizar el total de sus receptores varias veces 
en tiempos. cortes, aún en presencia de blcqueadcres de la 
sintesis de prcteines. Algunos sistemas en les cueles les 
receptores ne sen reciclados sen: inmuncblcbulinas en 
mecrOfegcs de retOn C2Sl, aunque en este case, les 
receptores ne ocupados, escapan e la degradación en 
lisescmas y reciclan C26), insulina en linfocitos humanes 
C27,28). ~ La ausencia de reciclaje de receptores ha sido 
considerada como una estrategia celular pa•a evita• la 
acumulación interna exesiva, de les ligandcs, este es, un 
sistema de ret•calimentación negativa, 

Tembi6n Pasten ~ Willingham han prepuesto que con 
algunas meleculas, el material endccitadc, pasa del 
receptoscma el ccmpleJc de Gclgi-reticulo 
endepl6smico-lisesoma <GREL>, ~ de allI e les liscsomas u 
atr~ región celular Cl6). 
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Goldstein, Anderson y Drown, han descrito un modelo de 
internalización de macromoléculas en el que los ligandos no 
tra'nsitan por el complejo GREL C29). 

La via transcelular. 

Esta ruta ha sido explorada por Abrahamson y Rodewald, 
en células del duodeno de ratas recién nacidas (30,31), 
quienes, en este modelo particular, han encontrado que la 
IgG presente en la leche materna de estos a0imales, se une 
especificamente a la superficie luminar de las células 
epiteliales del intestino. La un1on es altamente 
selectiva, requiere de la presencia del fragmento Fe de la 
IgG y de un pH écido (6 - 6.5), Durante el proceso, pueden 
entrar a las células, otras moléculas que no se unen a los 
receptores de la membrana citoplésmica, como es el caso de 
la peroxidasa C32). 

Las fosas endociticas con todo su contenido, se 
estrangulan en la región més externa, dando lugar a la 
vesiculas endociticas C33).Cfig. 3) 

En la región apical de las células, las vesiculas 
endociticas, contienen en su ~nterior tanto el material que 
adsorbieron especificamente, como el que quedó atrapado en 
forma inespecifica en la misma región apical, las vesiculas 
se fusionan con vacuolas y en su interior descargan el 
material que no se encontraba adsorbido, éste es llevado 
posteriormente e los lisosomas, pero el que se encuentra 
adsorbido, permanece en la vesicula endocitica y continúa 
su viaJe hacia las regiones mas internas de la célula, 
hasta alcanzar la región lateral de la misma en la cual 'el 
pH es neutro o ligeramete alcalino, y aquI es donde 
descarga su contenido. 

En el sistema de transporte transcelular, destacan 2 
hechos: el primero es la e:<istencia de un sitio 
intracelular de selección del material internalizado, que 
parece est·ar ubicado en ias vacuolas de la regiOn apical, 
ya que a partir de este sitio, los caminos del material 
adsorbido especificamente a los receptores y del atrapado 
inespecificamente, divergen.. El segundo, es la ausencia .. 
del paso del material adsorbido a les receptores,· por les' 
liscsomas, evitando de esta manera su degradaciOn. 

Otros casos de transporte transcelular de 
inmunoglobulinas tienen lugar en la glAndula mamaria CJ~), 
saco vitelino C35), placenta C36) y membranas mucosa~ C37). 
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Ftg, 3. Ruta Transcelular, 
• Ligando, 
T Rece;:itar. 
! Clatr1na. 
•.• Mt1l6cules ne Unidas a receptores. 
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Penetración de inmunoglobulinas a células vivas. 

Existen varios reportes referentes a la penetración de 
anticuerpos di•igidos contra antígenos celulares a 
diferentes tipos de células. En 196'i, Rosenkranz y cols., 
reportaron que anticuerpos de conejo fluoresceinados eran 
capaces de penetrar al huevo fertilizado del erizo de mar y 
detener su desarrollo C36), 

En 1966, Ng y Gregcry describieren la penetración de 
anticuerpos anti-lactato deshidrogenasa a células tumorales 
de ratOn (carcinoma de Ehrlich y Ew5l'i7) o de conejo CUx2) 
con diferentes velocidades para cada tipo celular. Le 
mayoría de las células no tumorales mantenidas en cultivo, 
no incorporaban el anticuerpo, pero los linfocitos de 
conejo sI lo hicieron, aunque en pequeñas cantidades (39), 
En 1973, De Petris y Raff describieron la penetraciOn de 
anti-inmunoglobulinas de ratón Cpreparadas en conejo) a los 
linfocitos B de ratOn, mediante un rearreglo de las 
moléculas de membrana ligadas por el anticuerpo, fenOmeno 
descrito como fcrmaciOn de "casquete" Ccepping), Cabe 
hacer notar que .los fragmentos monovalentes del mismo 
anticuerpo, también penetraban a la célula, pero a menor 
velocidad C'fO). En 1975, Varesic y cols. reportaron que 
los anticuerpos anti-6cido ribonucleico, se introducen en 
fibroblastos de raton, infectados o no con el virus 'iO del 
simio. El destino de los anticuerpos en las células no 
infectadas, era la degradaciOn en les lisoscmas, mientras 
que en las infectadas, solo hay degradaciOn parcial o no la 
hay C'fl). 

Schnaider y cols. en 1979, usando fibroblastos de 
embriOn de reta, encontraron qu~ las inmunoglobulinas sin 
actividad de anticuerpo y marcadas con f luorocromos o con 
tritio, penetran a la célula con velocidad·dependiente del 
marcador, i ncorporlndose mis . rlipido las mat"cadas con 
fluot"ocromos .. La susceptibilidad a le degt"adacUm en 
lisosomas de estas inmunoglcbulinas tambi~n fue diferente, 
sindo mis susceptibles las marcadas con tt"itic C'i2>. 

Considerando que la penetraciOn de las 
inmunoglobulinas se efectúa únicamente en algunos tipos 
celulares podemos considerar' que el fenOmeno depende el 
menos en pat"te del tipo celular. 

De le entes expuesto, queda en evidencie que no todas 
las inmunoglobulines pueden penett"er e les células, aunque 
esto puede inducirse o facilitarse con el uso de moléculas 
marcadores que una vez pegadas e las mismas, les inducen 
modificaciones en su carga el~ct~ica, le cual también 
inFluirl en el destine final de les mismas • 
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En 1982, Dkudaira y cols. C~3), putlicaron un trabajo 
sobre internalización de inmunoglobulina~ a células vivas. 
En este trabajo, se examinó la in~eraccion de los 
anticuerpos anti-linfocito obtenidos de suero de pacientes 
con Lupus Eritematoso Sistémico CLES), con los linfocitos T 
de individuos sanos. Se encontró que al incubar las 
c~lulas con el suero de los pacientes con LES, ocurría una 
penetración de las inmunoglobulinas al interior de dichas 
c~lulas, ésto se determinó cuantificando las 
inmunoglobulinas presentes en las células, después de 
eliminar las que se encontraban adsorbidas a su superficie 
externa, Se encontró un incremento paralelo de la 
actividad linfocitotóxica de los sueros y la cantidad de 
inmunoglobulina internalizada a la calula. Tambi~n se 
encontró mediante inmunofluorescencia indirecta, que en las 
c~lulas permeabilizadas, después de la incubación con los 
sueros con actividad linfocitotóxica, que las 
inmunoglobulinas se encontraban en la región interna de la 
membrana celular o en el citoplasma. 

Por otro lado, las inmunoglobulinas tratadas con 
pepsina Cpara que se rompieran en fragmentos FCab)2 y Fe), 
perdieron su capacidad de penetrar a los linfocitos; el 
bloqueo de los receptores Fe de las mismas calulas con 
inmunoglobulina agregada o por anticuerpos anti 
~2-microglobulina, no interfirió con la entrada de los 
anticuerpos. 

En estos experimentos se usaron como controles, sueros 
de pacientes con Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo 
CEMTC), en los que se detectaron títulos altos de 
anticuerpo anti-ribonucleoproteína Canti-RNP) y sueros de 
individuos sanos. No se encontró internalización de las 
inmunoglobulinas al usar estos sueros. 

Considerando que los sueros de los pacientes con LES, 
tenian anticuerpos con actividad anti-linfocito, se podrla 
suponer que dichos anticuerpos penetraron mediante la 
inducción de rearreglos e~pac1ales de las proteínas de 
membrana a las cuales se unieren, aste es, por formación de 
"casquete", en forma similar a la descrita por Da Petris 11 
Raff C~Q), Sin embargo, llamó la atención que en este 
case, la presencia del fragmento Fe en la mol!cula del 
anticuerpo sI fue indispensable para que la internalizaciOn 
se llevara a cabo. 

Por otra parte, se encentro que la unión del fragmente 
Fe con su receptor, no se requiere para que la penetraciOn 
se lleve a cabe, ~a que el bloqueo previo de les 
receptores, ne disminu~O la internal1zaci0n del anticuerpo. 
Sin embargo, la presencia del fragmento Fe en la mclecula 
de· inmuncglcbulina sI resulta indispensable, ~a que los 
fragmentos FCab)2, no sen capaces de penetrar a la celula. 
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El papel 
penetr-acián cie 
definir-se. 

que el fragmento Fe juega en este 
las inmunoglobulinas, queda 

caso de 
aún por-

En las células incubadas con las sueros de individuos 
sanos, no ocur-r-iá inter-nalización de las inmunoglobulinas 
como tampoco con los suer-os de pacientes con EMTC, en los 
cuales había altos t!tulos cie anticuer-pos anti-RNP. Aunque 
con una metodología difer-ente, estos datos no confir-maron 
los datos encontr-ados por- Alar-eón y cols. C53), los cuales 
ser-án descr-itos posterior-mente. 

Penetr-acién de macr-omoléculas hasta el núcleo. 

En la actualidad se conoce de la existencia de 
r-eceptor-es nuclear-es para diver-sas moléculas, como la 
tr-i-iodo-tir-onina, insulina y factor- de crecimiento del 
ner-vio C~~.~S.~6). En el caso de la insulina en los 
linfocitos humanos y del factor- de cr-ecimiento de nervios 
en neur-onas de la médula espinal de embriones de r-atén, los 
receptor-es de la membrana celular y los de la membrana 
nuclear-, par-ecen ser- difer-entes, ya que se unen a sus 
respectivos liganéos con diferentes constantes de afinidad 
(~7.~8.~9). 

Penetr-acHín de anti-RNF a las células del sistema 
inmune. 

Existen varios repor-tes referentes a la presencia de 
anticuerpos en el núcleo de las células vivas, en 197~ De 
la faille informé de la pt:"esencia de inmunoglcbulinas en el 
núcleo de las c6lulas de la dermis y epidermis de la piel 
aparentemente sana y proveniente de S de 10 pacientes con 
lupus eritematoso inducido por- drogas, así como en S de 153 
con lupus eritematoso sist!mico CSO). 

Posteriormente otros investigadores repot:"tarcn 
hallazgos similares, pero ademis cbser-varcn, que con 
frecuencia la imagen fluorescente encentrada en el núcleo 
era de tipo moteado, el cual es caracteristico de la 
presencia de anti-RNP y que esto se presentaba en los 
pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo C5l). 

Tambi!n se reporto que la apariciOn de las imAgenes 
anteriormente descritas pcdian se• inducidas in vitre, 
mediante la incubaciOn de fragmentes de piel sana, en suero 
en el cual existieran anticuerpos anti-RNP C52). 
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En el año de 1978, Alarcón-Segovia y cols., reportaron 
que los anticuerpos anti-RNP parcialmente purificados y 
marcados con fluoresceína eran capaces de penetrar al 
interior · de varios tipos celulares del sistema inmune de 
individuos sanos C53). Dichos anticuerpos se obtuvieron a 
partir del suero de una paciente con EMTC en el cual, por 
pruebas de hemaglutinación, se detectó un título de 
anti-RNP de 1:1.6 x 10-7. La poblaciOn de inmunoglobulinas 
G fuª enriquecida mediante cromatografía de filtración en 
gel. 

Incubando células mononucleares con concentrac~ones 

altas de anticuerpo fluoresceinado C~.2 mg/100 ~l), durante 
60 minutos, se encontró la marca fluorescente en el núcleo 
de un lS~ó de las mismas, y preferentemente en aquel las que 
tenían receptores para el fragmento fe de la 
inmunoglobulina G ClgG). También se demostró que la 
penetración podia bloquearse pre-incubando las células con 
inmunoglobulina agregada o con fragmentos Fe. 

Posteriormente los mismos autores reportaron que 
incubando las células mononucleares de pacientes con EMTC 
con anti-inmunoglobulina humana fluorescente en cabra, era 
posible demostrar fluorescencia en el núcleo de s.~~ de las 
células, indicando que los anticuerpos contra antígenos 
nucleares, habían penetrado a las células in vivo, ~ 
tambian qu~ la internalización de las inmunoglobulinas no 
era especie-específica, esto es, que podía tener lugar en 
sistemas heterOlogos CS~). 

Tambi!n demostraron que las células mononucleares 
pre-incubadas con anti-RNP, presentaban una disminuciOn de 
le poblaciOn de células que forman rosetas con eritrocitos 
recubiertos de anticuerpo Crosetas EA). Por otro ledo, se 
encont~O que el anticuerpo penetraba preferentemente en las 
células T con receptores para IgG CTT), las cuales fueron 
1nducidas por incubación con fitohemaglutinina CPHA). 

Incluso han sido estudiadas las alteraciones de la 
fisiologia celular que tienen lugar como resultado de la 
inte~acción del anticuerpo anti-RNP con las celulas. Se 
encentro que dicho anticuerpo es toxico para las c!lulas T, 
la cual se hace evidente en incubaciones prolongadas ('i-20 
horas) C55). 

En virtud de que la población de c~lulas tT es la que 
tiene actividad supresora sobre las celulas B ·~ 
considerando la capacidad citotOxica del anticuerpo, se 
propuso que le penetraciOn de anticuerpos a c!lulas vivas 
como un mecanismo de dano inmunológico CSS). 

Posteriormente, el mismo grupo de investigadores, 
demostrO que al incubar células poseedoras de receptores 
pa~e el fragmento fe de la IgG con anti-RNP, se obtenia 
como t'esultado la interferencia en la progresión del ciclo 
celular de las mismas cllulas, u que esto mismo ocurria 
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tanto en las células activadas espontáneamente, como,en las 
estimuladas con mitógenos. También demostraron que :c 
antes expuesto no ocurría cuando las células T con a~!nidad 
alta para los eritrocitos de carnero Ccarentes de r~:', se 
incubaron con anti-P.NP, ni cuando se usaron células T~ y 
fragmentos FCAB) de anti- RNP. Esto Oltimo se interpretó 
como una evidencia indirecta de que la interferencia en el 
ciclo celular, resultó de la penetración de los anticuerpos 
con actividad anti-RNP mediante el receptor del fragmento 
Fe de las lgG C56). 

En este trabajo, llamó la atención que los anticuerpos 
anti-RNP no causaron un efecto similar en las células T~ y 
en las células B, puesto que en un trabajo previo C53) se 
demostró que las células E también son susceptibles de la 
penetración de dichos anticuerpos. 

Posteriormente, los mismos autores demostraron que en 
condiciones similares a las anteriores, pero usando 
anticuerpos anti~~cido desoxiribonucleico Canti-ADN) y 
células r~ , ocurría un bloqueo de la síntesis de ADN pero 
no de ARN C57). También reportaron que los anticuerpos 
enti-RNP bloquean el fenómeno de cititoxicidad dependiente 
de anticuerpos, lo cual permitió proponer que ambos 
fenómenos requieren el mismo receptor C58). 

Un punto de gran interés, es la aparente capacidad 
discr~minatoria que posee el sistema de penetración de 
inmunoglobulinas a células vivas, la cual le permite 
distinguir entre las inmunoglobulinas que tienen 
especificidad para antígenos intracelulares , ya sean éstos 
propios de la célula Ccomo es el caso de los antígenos 
nucleares) o adquiridos Ccomo es el caso de las 
inmunoglobulinas de origen animal, previamente incorporadas 
al nocleo) CS~), ~e las de especificidad diferente, de tal 
forma que permite la entrada de las primeras únicamente, no 
influyendo para esto si su origen es humano o no. 
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OElJETJUO 

El 
sist.ema 
el cual 
cliilula, 
núcleo. 

objetive del presente trabajo, es el de diseñar un 
que permita conocer con presición el mecanismo por 
los anticuerpos anti-RNP se internalizan a la 

y la ruta que los mismos siguen hast: 5~ llegada al 
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MATERIAL Y METDDOS 

Cultivo de célul~s Daudi. 

La línea celular llamada Daudi está constituida por 
c§lulas humanas de estirpe linfoide tipo E, obtenida e 
partir de un linfoma de Eurkitt C59), Estas células se 
mantuvieron en medio RPMI con 10~ de suero fetal de ternera 
CSFT), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penic~lina !d 100 
µg/ml de estreptomicina, en ambiente con 5 ~ de CD2. 

' Purificación de células mononucleares por gradiente de 
Ficoll-Hypaque. 

Se usó el método descrito por Eoyum C60). Se obtuvo 
sangre por punción venosa con jeringas previamente 
heparinizada ClO UI/ml), ésta se mezcló con amortiguador de 
fosfatos salino CPBS, 0.15 M, pH 7.2), vol:vol. En tubos 
de fondo curvo se puso una mezcla de Ficoll (farmacia Fine 
Chemicals, Uppsala, Sweden)-Hypaque CWintrobe de ~léxico) 
con densidad de 1.075, sobre ésta se dejó caer suavemente 
le sangre diluida Cun vol. de F-H por 3 vol. de sangre), 
Se centrifugó e 2,200 rpm por 20 min. y las células que se 
situaron en la interfase, fueron recuperadas por 
aspiraciOn, lavadas por 3 ocaciones con PBS y resuspendidas 
en RPMI en el volumen necesario para lograr la 
ccncentraciOn deseada. 

EliminaciOn de macrófagos por adherencia al vidrio. 

Las células mononucleares purificadas, fueron 
resuspendidas en un volumen de Medio Minimo Esencial de 
Eagle CMEM) suplementado con 10-20~~ de suet"o fetal de 
ternera a una concentt"aciOn de 5-10 x 10-' células pot" ml. 
Se colocat"on en una caja de petri de' vidrio y se pusieron 
en una incubadora a 37"C por ~5 min., postet"iormente se 
recogió el sobrenadante y se levó suavemente la ceja con 
medio de cultivo. Se t"euniet"on los sobrenadantes 
conteniendo las c#Hules no· adherentes, 6stas se levaron 1i1 
se resuspendiercn en un volumen de medio de cultivo 
necesario para lograr la concentración deseada. Después de 
este procedimiento, del 96 al 96% de las células estuvo 
constituido por linfocitos. 

I 
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PurificaciOn de células T por columnas de nylon-lana 

Se puso en una jeringa 600 mg de nylon-lana Cfenwal 
Laboratories. Illinois, u.s.~.), a través de ella se pasó 
10 ml de medio de cultivo con 5% de SfT y se dejó incubando 
a 37ºC por 30 min., posteriormente se pasaron 10 ml del 
mismc medio, el cual previamente había sido calentado a 
37ºC. Las células mononucleares se.resuspendieron en una 
concentración de 5-10 x 10-1 I ml. Se añadió a la columna 1 
o 2 ml de dicha suspensión y se incubó a 37ºC por ~5 
min.,después se pasó por la columna 20 ml de medio de 
cultivo el cual estaba a la misma temperatura. Las células 
no adherentes se recuperaron del líquido que salió de la 
columna. 

Enriquecimiento de la población de células !T 

Se ajustaron las células T a una concentración de ~ x 
10- células/ml de medio de cultivo conteniendo 20~ de SFT, 
éstas se mezclaron vol. a vol. con eritrocitos de buey al 
2%, los cuales previamente fueron tratados con dosis 
sub-aglutinantes de lgM anti-eritrocitos de buey CCappel 
Laboratories, Cochranville, PA), Se centrifugó a 1,000 rpm 
por 5 min. a ~·e y se dejó incubando en hielo por 1 hora, 
posteriormente las células se resuspendieron suavemente y 
se colocaron sobre una mezcla de F-H similar a la usada 
para purificar células mononucleares, pero a ~·c. Se 
centrifugó a 2,200 rpm por 15 min. a ~·c. Las células que 
quedaron en la interfase se recuperaron por aspiración, un 
25% de éstas tuvieron receptores para el fra~mento Fe de la 
IgG. 

CuantificaciOn de células !T, por formación de rosetas 
E~ C61). 

Se ajustaron las células a Úna concentración de ~ x 
10-' células/ml con medio de cultivo conteniendo 20% de SFT. 
0.1 ml de estas células se mezclaron con 0.1 ml de 
eritrocitos de buey al 2%, que previamente fueron tratadas 
ccn dcsis sub-aglutinantes de IgG anti-eritrocitos de bue~ 
CCappel Laboratories, Cochranville, PA). Se cen:r1fug0 a 
1,000 rpm por 5 min. a ~·e ~ se dejé incubando en hielo 
por 1 hora, posteriormente se resuspendieron las celulas 
suavemente y se cuantificó el porcentaje de las que 
formaron rosetas <rosetas EA). Se considero que una c6lula 
fcrmaba una roseta si tenia unidos 3 o más eritrocitos. 
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'Marcado de proteinas por el método de la Clcramina T 
C62) 

Las inmunoglobulinas se dializaron contra amortiguador 
de fosfatos 0.05 M, pH 7.5. En este mismo amortiguador se 
disolvieron todos los reactivos, excepto el Na tz:r¡ CNew 
England Nuclear, Eoston, MA), A 0.1 ml de amortiguador de 
fosfatos conteniendo un máxime de 2 mg de proteina, se 
anadi5 1 mCi de Na 'UI en PES. Posteriormente se anadieron 
en forma secuenciada O.l ml de las siguientes soluciones: 
Cloramina T 3.5 mM, metabisulfito de sodio 12.5 mM, NaI 
13.3 mM, agitando después de la adición de cada una de 
ellas. Para separar la proteína marcada del izr¡ libre, la 
mezcla se pasó por una columna de Sephadex G-25 Cl.5 x 20 
cm. equilibrada con PES por la que previamente se habia 
pasado 5 mg de albúmina sérica.bovina CASB). Se colectaron 
fracciones de 0.5 ml con una velocidad de flujo de 30 gotas 
por min. Se contaron con un contador gamma alícuotas de 
estas fracciones y se midió la D.D. 280 nm de las 
mismas. Se tomó la parte de la elucián en la cual 
coinsidieron el mayor número de cuentas radiactivas y de 
o.o. 

Para conocer el porcentaje de incorporación de la 
marca radiactiva a las prot~ínas, se tomó O.OS ml de 
material seleccionado y se anadiá a 0.5 ml de ácido acético 
al s= frio, a ésto se anadió 0.025 ml de albúmina sérica 
bovina CASB) a una concentración de 20 mg/ml y se dejó 
reposar por 3 min. en frie. ,Posteriormente se centrifugó 
a 3,000 rpm por 5 min. y se cuantificó por separado la 
radiactividad del sobrenadante y del sedimento. Se calculó 
el porcentaje de iodinación por la siguiente fórmula: 

cpm en el sedimento 
% de iodinación • x 100 

> cpm en·el sobrenadante 

• Marcado de proteínas por el método de Bolton y Hunter 
(63) 

Se depositó 0.025 ml de amortiguador de boratos 0.1 M, 
pH D.S con un mAximo de 1 mg de proteína, en un recipiente 
de cristal que contenía 1 mCi de '"I en el rectivo de Bolton 
y Hunter CAmersham Arlington, Ill .. ) y del cual previamente 
se eliminó el solvente por evaporación con nitrógeno. La 
mezcla se 1ncub5 a ~·e por 15 min. agitando 
periódicamente, se sñadiO 0.5 ml de amc•tiguadcr de 
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boratos, 0.1 M, con glicina 0.2 M, pH 8.5, se incubó a ~·e 
por 5 min. Se separó la proteína marcada del 'U"I libre en 
igual forma a lo descrito en el método anterior. 

Marcado de proteínas con Isotiocianato de Fluoresceína 
<ITFC) C6~j. 

A 10 ml de amortiguador de carbonatos salino 
(carbonatos 0.5 M; NaCl 0.5 M), pH 9, conteniendo 10 mg de 
inmunoglobulina, se le af.adió l mg de ITFC <Sigma Chemical 
Co., St. Louis, Mo.) y se dejó en agitación por 18 horas a 
~·c. Posteriormente se separó la proteína marcada del 
fluorocromo libre, pasando la mezcla por une columna de 
Sephadex G-25 C2.5 x ~o cm) equilibrada con PES. Se 
colectaron fracciones de 0.5 ml a razón de 30 gotas/min., 
se leyó la O.O. de cada fracción a 280 y ~SS nm. Se 
recuperó la parte de la elución donde coincidió el aumento 
de la n.o. en las dos longitudes de onda antes 
mencionadas. Se calculó la relación Fluoresceina/proteina 
<Rel. F/P) y la concentración de proteína con base a las 
siguientes fórmulas: 

2.87 CD.O. 2BO nm) 
F/P • 

n.o. 280 nm - 0.35 CD.O. ~SS nm) 

D.O. 280 nm - 0.35 CD.O. ~SS nm) 
p -

Marcado de proteinas con Isoticcianato de Fluoresceina 
y celita por el m6todo ripidc <6S). 

A 2 ml de amortiguador de carbonates O.OS M, pH 8.5, 
conteniendo 10 mg de proteina, se añadió 5 mg de celita 
conteniendo un 10~ de ITFC CSigma Chemical Co., St. Lcuis, 
Me.), se agitó por 3 min. a ~·c. La mezcla se centrifugó 
a 3,000 rpm por 3 min. y se separó la proteina marcada del 
fluorocromc libre por filtración en gel de una columna de 
Sephadex G-25 Cl.2 x 20 cm), equilibrada con PES. Se 
colectaren fracciones de o,s ml a razón de 20 gotas por 
minute. El resto' del procedimiento se llevó a cabo en 
for~a similar a lo descrito en el m!todo anterior. 
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Unión de 
pr-oteína A. 

p;:-oteínas marcadas con ier I a Sepha;:-osa 

Se usar-en columnas de Sephar-osa-pr-oteína A CSigma 
Chemical Co., St. Louis Mo.), de 0.5 ml de volumen 
equilibr-adas con PBS. Se les añadier-on los micr-ogramos de 
p¡-oteínas necesa¡-ios par-a tener- 300,000 cpm. Se incubar-en 
por- 30 min., poster-ior-mente se pasaron por la columna en 
forma secuenciada, 10 ml de PBS y 10 ml de amortiguador- de 
glicina-HCl 0.1 M, pH 3. Se colectaron fracciones de 1 ml 
a r-azón de 0.5 ml por minuto. En algunos casos se pasó 
tambi~n por la columna amortiguador- de glicina-HCl 0.2 M, 
pH 3 y NaCl 1.5 M. 

Pur-if icación de IgG por- Cr-omatografía de intercambio 
iónico C66) 

Suer-o humano dializado contr-a amor-tiguador de fosfatos 
0.01 M, pH 8, se pasó por- una columna de DE 52 CWhatman, 
Maidstone Kent, U.K.) de 2.5 x 70 cm, equilibr-ada con el 
mismo amor-tiguador- usado par-a la diálisis. Se usó 1 ml de 
r-esina por cada 15 mg de pr-oteína. Se colectaron· 
fr-acciones de 3 ml a r-azón del ml por- min., y se leyó la 
D.O. a 280 nm de cada una de las fr-acciones. Aquellas en 
las que se encontr-ó alta o.o. se r-eunier-on C~sta fu~ la 
lgG), posterior-mente la columna se lavé con NaCl 1.5 M. 

Purificación de IgG mediante filtr-ación en gel C66) 

En una columna de Sephadex G-200 C2.S x 70 cm), 
equilibr-ada con amortiguador de Tr-is NaCl CTr-is O.l M; NaCl 
l M), pH 7.2, se pasar-en 5-10 ml de suero y 51! colectaren 
fr-acciones de 5 ml a r-azón de 0.3 ml por minute. Se le~O 
la o.o. a 280 nm de cada una de las fr-accicnes, se 
observaren tres ascensos de la misma. En les tubos 
corr-espondientes al segundo ascenso de la O.O. se encontr-ó 
la fracción enr-iquecida de IgG. 
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Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 

La pureza de las proteínas obtenidas por los métodos 
anteriores, fue analizada en geles de poliacrilamida al 12% 
(relaciones acrilamida:bis-acrilamida de 30:0.B ~ 30:0.3)., 
ut~lizando el sistema de amortiguadores discontinuos de 
Lae~mli C67). Las muestras fueron resuspendidas en el 
amortiguador para muestras de Laemmli, en presencia de SDS 
y mercaptoetanol y hervidos inmediatamente antes de la 
electroforesis, durante la misma se mantuvo una corriente 
de 20 mA hasta que el colorante llegó al gel separador, w 
se continuó con ~O mA hasta que alcanzó el borde del gel. 
Posteriormente, los geles fueron teñidos con azul de 
coomasine Cmetanol al 30~. ~cido acético al 10% y azul de 
coomasine al 0.05%) w fueron desteñidos con ~cido acético 
al 10%. 

Incubación de células con lnmunoglobulinas marcadas 
con 1&r-1 

Se incubaron 1 x 10-' células Daudi con cantidades 
variables de IgG humana normal, marcada con I CS0-500 
»Q) en 0.5 ml de RPMI con 1% de ASB, en presencia o 
ausencia de 10 mg de IgG humana no marcada, a ~ y 37"C, por 
1 hora. Posteriormente las células se lavaron en des 
ocasiones con el mimo medio, fueron transferidas a otro 
tubo para otro lavado, y se cuantificó la radioactividad 
present~0 en las mismas con un contador pera radiaciones. 

25:; 
MEM 
IgG, 

·· .. llevó 

Incubación de cél~las·con AgG anti RNF mircada con ~1 I 

Se. incubaron 1 x 10-' células, las cuales contenian un 
de células !T, con S ~g de anti-RNF "'I, en 0.5 ml de 
con l~ de ASB, en presencia o ausencia de 500 »9 de 

a ~ y 37"C por 1 hora, el resto del procedimiento se 
a cabo en forma igdal a lo descrito en el método 

anterior. 

Incubación de células con inmunoglobulinas marcadas 
con ITF'C 

Se incubaron l x 10-' células en 0.2 ml de MEM, en 
presencia de 2.1 o ~.2 mg cie anti-P.NF o IgG control 
marcadas con ITFC por una hora a 37"C. Posteriormente, las 
células se lavaren por 3 ocasiones con PBS con 1:~ de FISB 
CPBS-FISB), se resuspendiercn en 0.2 ml del mismc 
amo•tiguadcr y se les a~adió una gota de azul t•ipAn al 
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O.O~~. na alI=uota de esta mezcla, se colo=5 entre un 
portaobje os y un cub~e~bjetos, y se revise coG un 
microscop 0 1 ~on obje:ivo de YO aumantos y ocula~ de 10 1 

al ta~nan·d la i lum:..iio::::..Gn visible L ul tr-av ioleta, se 
cantaron las ~élulas =Dn ma~ca f luo~eScents en el nú=lso 
y1Q en el citoplasma. Se cuantificé el pürcen~aje de 
células viables antes y después de la in=ubac!ón de §stas 
con le.:'- ··tpLcta·s::nas. Se :-evisé ur. rr.:::nimc ds LfOQ céiL.ílas p=:­
expe:-imento. 

Estimulacian de c§lulas co~ Ccncanaval1na A (~). 

Las ~álulas mon~nuclsares a una con=entraci5n de 1 x 
10-~ /ml en MEM suplementadc ccn 2 mM de L-glutamina y 10~ 
de SFT, se incubaren en presancia de Ccncanavalina A 
CCon-A), la cual se encontraba a una concentración de 12.S 
µg/ml, por 72 horas a 37"C en ambiente de CD2 al 5%. 
Posteriormente se lavaren 3 veces con PES y se 
resuspendieron en MEM a la concentración deseada. 

Búsqueda 
pa::ientes can 
CEMTC:: 

de anticuerpos en el 
Enfermedad mi Ate 

nüclec de las células de 
del tejido ccne=tivo 

Las c~lulas mononucleares depletadas de macrófagos de 
pacientes con CMTC, se lavaron por 3 ocasiones con PBS, se 
resuspendiercn en el mismo amortiguador a una ccncentracién 
de 1 x 10-' c§lulas/ml, se hicieron frotis de las mismas y 
se dejaron secar al aire. Los portaobjetos se sumergieron 
en etanol al S6~ por 5 minutos, posteriormente se lavaron 
con PBS-ASB por 3 ocasiones, se sumergieron en agua 
oxigenada al 0.5~ para eliminar la actividad de pero~idasa 
endOgena, se lavaron nuevamente y se les añadió una 
solución de fragmentos fCab) anti-lgG humana marcados con 
peroxidasa CEic Sis, Campiege, Francia) a una concentración 
de 100 µg/ml. Posteriormente fueron lavados con PSS-ASB e 
incubados con el sustrato de la peroxidasa C3-3 
Diamino-bencidina, S mg en 10 ml de Tris O.OS M pH 7.5 y 
agua oxigenada 0.01~), por 5 minutos. Despu~s fueron 
lavados y revisados con el microscopio, usando objetivo de 
inmersiOn, se revisaron un mínimo de ~00 c~lulas por 
experimento. Como controles positivo y negativo, se usaron 
c!lulas mcnonucleares permeabilizadas con etanol e 
incubadas con suero de los mi~mos pac1entes o de individuos 
sa~cs, las cuales fueron tratadas posteriormente come las 
preparaciones anteriores. 
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Búsqueda de anticuerpos en los núcleos de las c§lulas 
incubadas con suero con actividad anti-RNP 

Se incubaron l x 10-6 c§lulas de pacientes con EMTC o 
de individuos sanos, con 200 µl con s~ero de una paciente 
en el cual se habla detectado un titulo de anti-RNP de 
1:1.6 x l0-1 , por una hora a 37ºC. Posteriormente las 
células se lavaron con PES-ASE. El resto del procedimiento 
se llevó a cabo en la misma forma que en el m§todo descrito 
anteriormente. 

Cuantificación de anticuerpos anti-RNP 

Se usó un mét~do de hema~lutinación ind1~ecta 1 con 
eritrocitos de carnero recutiertos de antígeno extraible de 
núcleos (obtenido del Instituto Nacional de la Nutrición, 
México, D.f,), tratado o no con ribonucleasa A CSigma 
Chemical Co., St. Louis, MO.). Se colocaron en cajas de 
hemaglutinación, 25 µl del suero problema en diluciones 
seriadas, empezando por una dilución 1:200 y 25 µl de las 
suspensiones de los eritrocitos al 3:;, Se dejaron reposar 
en frie, toda la noche. El titulo de anti-RNP, se 
consideré como el valor de la ma~or dilución del suero en 
la cual hubo aglutinaci5n de los eritrocitos no tratados 
con ribonucleesa, pero no así con los eritrocitos tratados. 
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RESULTADOS 

Asociación de I¡¡G-'z.s-¡ a células Daudi, 

Se ha descrito que los anticuerpos penetran a las 
linfocitos T y B que poseeen receptores para el fragmento 
Fe de la IgG C53), por ésto, al iniciar los trabajos, se 
seleccioné la linea celular Daudi, la cual está constituida 
por células de estirpe linfoide tipo B. Se cuantificó el 
porcentaje de éstas que expresaban en su membrana 
receptores para el fragmento Fe de la I¡¡G. Se encontré que 
d~chos receptores se encontraban presentes en el ~O~ de las 
mismas. 

Por otra parte, también se ha reportado que 
anticuerpos de origen animal son capaces de penetrar a las 
cllulas al igual que las de origen humano. Para probar si 
la internalización de las inmunoglobulina~ es un fenómeno 
general, no reservado a las especificas contra RNP, se 
incubaron a ~ y 37ºC, células Daudi con cantidades 
crecientes de inmunoglobulinas Cpurificadas a partir de 
sueros de individuos sanos), que previamente fueron 
marcadas can 1"i, mediante el Método de la Cloramina ! Cl x 
10-' cfilulas y 50-500 ~g de IgG- l en 500 ~l de medio de 
cultivo). 

A pesar de que se usaron grandes cantidades 
inmunoglobulina marcada, no se alcanzó la saturación 
sistema, ni a~ ni a 37ºC C!abla l y Fig. ~ ), No 
efecto de competencia ni a ~ ni a 37ºC cuando en 
ensayos se a~adió inmunoglobulina sin marca CFig. 
Tabla a,), 

de 
del 

hubo 
los 

2 y 

Marcaje de proteinas ccn 1rll por el Mltodc de le 
Clcramina T en comparación con el de Bcltcn y Hunter 

Para evaluar la posibilidad de alteración de las 
mcllculas de inmuncglcbulina por el procedimiento de 
marcado con isótopos, se analizó la propiedad de las 
inmuncglobulinas marcadas con~ por diferentes mltodos, de 
unirse por su fragmente Fe a les receptores 
correspondientes en la prctein~ A del estafilococo y su 
desplazamiento mediante soluciones de pH baje e 
hiperosmolares, esto como un indicador de alteraciones a 
nivel molecular. 
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Se observ~ que a pH 7.2, las inmunoglobulinas marcadas 
por el Método de la Cloramina T o por el de Bolton y 
Hunter, se unieron a las columnas de Sepharosa-proteína A. 
Las marcadas por el método de Bolton y Hunter fueron 
eluidas f&cilmente con un amortiguador de pH ~=ido, 
mientt"as que las marcadas mediante el método :1e la 
Cloramina ! no se eluyet"on con ese mismo tratamiento, ni 
con el uso de soluciones hiper-osmolat"es (figuras 5 y 6), 

·'· 

libli l. Efe¡:t¡¡ de li tuperituri ero li ¡soci¡dtn de lvG-1211 l ttluliS Diudi. 

pg de 196-1211 pg de Proteína pg dt Proteiu Incruento 
¡;¡didi il IEdiii ISO~iidl 1 4'C !Al ¡s;;•iidi 1 37'C tBl INl 

so 
100 
250 
500 

O. C~3 ± O. 005 0.047 ! 0.010 O.OH >0.05 
o. oc~ ! o. 006 0.093 ! o. 007 0.011 l.0.05 
0.290 ! O.OH O. !B& ± O. 018 
O.C06 ± 0.050 o.m ± O.Ob4 

Lu condiciones son lis 1isus que en li fi~uri 4, Los en¡¡yos se hicieror, por 
duplic1do. Par;. el 1nfüsis u utl h prutbi T dt Student. 

Not&. En "ntt 1xptri11nto y tn los repartidos 1n li5 hbl¡s 2 y 4, el numo 
de 1i1to1 fue 1n1Ufititnh p1r1 t.1c1r un 1decu1C:o 1nilisa nhfütico, sin 
11b1rgo htt, H ll1vl 1 cabo p1r1 1poy1r los result¡lios. 
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Prcteine en el medie (jjg) 

Fig. 
IgG humane 
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~. Efecto de la temperatura en le esccieciOn de 
I e cllulas Deudi,an presencia w en ausencia de 

Las condiciones qua se utilizaren fueren las 
siguientes: 1· x 10-' c6lulas, 50-500 jlg da IgG l w 10 mg 
de Igü en 500 ~l de medie de cultivo. 

A. lncubaciOn a ~·e 
B. JncubaciOn a J7•c 

---En eusencia de Igü. ···En presencia de IgG. 
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iihli 2. Electc rcsultor.t• del use de lg6 !co;c co•petid;rl e;, li •scciaci6n de 
Ji Ig&-1211 ¡ la; c!lulis D¡ufü ¡ di feH;,ti; te¡¡¡eratura;, 

1.-

µg de 196-1111 
ihdi rli ¡} H~i D 

so 
100 
250 
500 

2.-

µ; de lg6-111l 
iolfüii il HdlO 

50 
100 
250 
500 

uo de proteiiia asi'.ici aéa Eii 
au;er.cl¡ de presc;,cia de 

196 !Al 196 m 

o.m ± o.oos o.o3e t o.oo; 
o.os~ ± 0.006 o.m ± 0.001 
0.2í0 ± 0.014 0.:66 ± O.Cli 
O.SOó ± O.OSO o.m t o.m 

uq de crüteir,a asücia:a e¡: 
1uunc1¡ de pres;mcia 01 

196 IAI lgG !Bl 

0.047 ± 0.010 
O.Oi3 ± 0.007 
o.m ± O.OlG 
O.fü ± 0.064 

O.OSI ± O.OJC 
0.101 ! o. oos 
º·'ºº ± o. 017 o.m·± 0.066 

1,· Enuvo ruliuda ¡ 4'C. 
2.· Enuyo ruliudo 1 :;•c. 
P1r1 tl 1nfüsi1 H u10 li prutti T dE Studtnt. 
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NUM FRAC 

Figura S. Desplazamiento de las inmuncglobulinas 
marcadas por el mltodo de Bolton u Hunter, de la columna de 
Sepharosa-prcteina A. · 

'I~icio de eluciOn con amortiguador de glicina HCl 0.1 
M pH 3, 
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Figu•a 6. Desplazamiento de las inmunoglcbulinas 
ma•cadas pe• el metcdc de la Clc•amina T, de la columna de 
Sepha~asa-p•ctetna A. 

• Inicia a. de la eluciOn can amc•tiguadcr:' de gl~ina HCl 
0.1 M, pH 3. •EluciOn can glicina HC:l 0.2 M, pH 3. •EluciOn 
can NaC:l 1. 5 M . 
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Asociación de anti-RNP a las células 
Ccnside•ando que de acue•do a lo •epo•tadc,la 

penet•acién de los anticue•pcs ocu••e P•incipalmente en las 
c!lulas ! con •eceptc•es pa•a el f•agmentc fe de la IgG, se 
cbtu\lo una pcblaciEm de ct!!lulas ! en la cual, el 25:; de 
estas células tenían •ecepto•es Fe pa•a lgG C!~). Estas 
células en nüme•o de 1 x lO-'.Se incuba•on con 5 ~g de 
anti-RNP- 11""1 a 'i 1.1 37ºC en 500 ~l de medio de cultivo. En 
ct•cs tubos además de los antes mencionado, se añadió 500 
~g de lgG pa•a que esta p•cteína compitie•a po• los sities 
de uniEm. 

Ne hube dife•encia ent•e la cantidad de p•oteína 
•adiactiva asociada a las células con las dos tempe•atu•as 
usadas. Tampoco hubo desplazamiento del mate•ial 
•adiact1\IO asociado a las células cuando se usé la p•oteina 
sin ma•ca come competido• C!abla 3). 

libia 3. Efecto de li tHpiritur¡ y de li presencia de la& sobre ¡¡ 
iiwCÍititn DE 1ntl RNf-1"'1 ¡ lis cllulis. · 

rnttina uoct1da 
tn IUHnci i Gt soo 
~g di lgG. 

Prahin1 uochdi 
1111 pr1nr.cl1 dt :oo 
pg de 196 • 

Tmeratura lit li ir,capiti6n 
4'C IAl 37'C IBl 

0.0~4 : C.001 o.o~: ± 0.001 

o.o:~ ± o. o:o 0.02b ± o. 001 
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Asociación de proteínas marcadas con isotiocianato de 
fluoresceína a células. 

En los trebejos iniciales referentes a la penetración 
de los anticuerpos a células, se usaron anticuerpos 
obtenidos a partir del suero de una paciente con EMTC, en 
el cual por pruebas de hemaglutinación, se detectó un 
titulo de anti-RNP de 1 : 1.G x 10-~. 

Fara encontrar a un paciente en cuyo suero hubiera 
anticuerpos a títulos similares, se probaron los sueros de 
aproximadamente 200 individuos en los cuales se había 
diagnosticado EMTC o se sospe~haba ésta. Se encontró a una 
paciente, con un tíltulo muy alto de anticuerpos anti-RNP 
Cl 1.6 x 10-' ), De este suero se purificó le IgG 
mediante Cromatografía de intercambio iónico con DEAE 
celulosa, por el mismo método, se purificó IgG, a partir 
del suero de un individuo sano. Ambos lotes de proteínas, 
fueron marcadas con ITFC. Las relaciones de 
fluoresceina/proteina obtenidas fueron: 1.09 y 1.12 
respectivamente. Se obtuvieron células mononucleares de 
individuos sanos y se depletaron de macrófagos, éstas se 
incubaron con cada una de las preparaciones fluorescentes 
Cl x lO'células, 2.1 mg de proteina en 200 ~l de medio de 
cultivo) a 37ºC. No se encontraron células fluorescentes. 

Para lograr una aproximación a las condiciones en las 
que se llevaron a cabo los experimentos iniciales C53-55), 
se aumentó la cantidad de proteína en los ensayos, hasta 
~.2 mg, pero los resultados también fueron negativos. 

En al primer trabaJo referente a la penetración de 
~ anticuerpos a células vivas C53), los anticuerpos se 

purificaron mediante filtración en gel con sephadex G200, 
mientras que en nuestro trabaJC se usó Cromatografia de 
intercambio iOnico. Se consideró la posibilidad de que la 
purificación por filtración en gel, hubiera permitido 
seleccionar alguna pcblaciOn muy particular de 
inmuncglcbulinas, que fuera la responsable de la 
realización del fenómeno de internalizaciOn y que esta se 
hubiera perdido con la purif icaciOn por Crcmatografia de 
intercambio iOnico. Para explorar esta posibilidad, se 
purificaron inmunoglcbulinas a partir del suero de la misma 
paciente y de un individuo sane de acuerde a lo realizado 
en les trabeJCS iniciales CS~). El material obtenido por 
este mAtcdc resulto tener una menor pureza que la legrada 
por Cromatcgrafia de intercambio iOnicc, fig. 7, Se marco 
con ITFC obteniendose relacionas F/P de l.OB y 1.1 para el 
anticuerpo y el control respectivamente. Con este material 
se llevaron a cabe experimentos con el protocelc descrita 
ant~riormente. El mismo experimento se hizo en 6 ccacicnes 
~ únicamente en una, en el ensaye con al anticuerpo, se 
encentre una sola célula que rluorescia en la región 
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nuclear, pero esta c6lula presentaba características 
morfológicas diferentes a las de les linfocitos, se 
consideré que se podría tratar de un macróf ago o de un 
linfoblasto, fig. B. 

Uso de las células estimuladas con Con-A y búsqueda de 
pinccitosis de adsorción facilitada. 

Se ha reportado que la penetración de los anticuerpos 
ocurre principalemente en células estimuladas con 
mitógenos, entre ellos, la Con-A. Se llevaron a cabo 
experimentes en los cuales se usaron células estimuladas 
con dicho mitégeno y un nuevo lote de anticuerpos 
fluorescentes, el cual tenia una relación F/P de 6.6. 

Con base al conocimiento de que la Con-A puede inducir 
pinocitosis de adsorción facilitada de lipoproteines C3,~), 
se incluyeron en el experimento, ensayos en los cuales sa 
a~ad10 ~ metil-D-manósido que es el ligando especifico da 
la Con-A, el cual de haber pinccitcsis de adsorción 
facilitada la bloquearía. Hubo fluorescencia en la región 
nuclear de las células, en cada una de las 3 condiciones 
seleccionadas, tabla ~. 

. . 
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Figura 7. Electroforesis en gal da 
Pcli-acrilamida-SDS 
mltcdcs. 

de prcteinas purificadas pcr diferentes 

A. Prctainas purificadas 
intercambie iOnicc ccn DE 52. 

B. Prcteinas purificadas pcr 
Saphadax G-200. 
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Fig. B CAlula con fluc•escencia en la 4egiOn nuclea~. 
A.-Iluminada con luz visible. ' B.- Excitada con luz 
ult•a-violeta. 
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de prcteinas fluorescentes a 
no con Con-A. Para estos 

Tabla 'i. Asociación 
células estimuladas e 
experimentos se usó l x 10-'células, 'i mg de proteína 

metil-D-manósido 0.025 M. Los 
por duplicado. 

fluo•escente y ~ 
experimentos se hicieron 

% células :; citoplasma ., nOcleo '• 

Células mcnonucleares 
estimuladas con Con-A 39 6 35 

Células mononucleares 
estimuladas con Con-A 
~ ~ metil-D-manósido 'i3 6 'iO 

Células mononucleares 
no estimuladas 'i2 1 'i3 

Efecto de las variaciones en la relación F/P de las 
proteínas, sobre la asociación de las mismas a las células, 

Pare investigar el efecto que el aumente de la 
relación F/P de les proteínas, tiene sobre la asociación de 
las mismas a las células, se marcaron anticuerpos e 
inmunoglcbulinas control, tratando de obtener diferentes 
relaciones FIP. Con el material obtenido, se incubaron 
cllulas mononucleares depletadas de macrófagos, obtenidas 
de individuos sanos, tabla 5 y f 1¡;¡ura s. 

Se observó una relación directa entre el incremento de 
la relación f/P de les proteínas y el porcentaje de clHulas 
fluorescentes, tente en el caso de las células incubadas 
con el anticuerpo como les incubadas con la inmunoglobuline 
control. La marca se localizó principalemente en el lrea 
celular correspondiente al nOcleo. 

En la figura 10 pueden observarse c!lulas con 
fluorescencia en la re¡;¡iOn del citoplasma y del núcleo. 
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Tabla s. Efecto del inc•emento de la •elacii5n F/P en 
la asociacii5n de las p•oteínas a las células (l X 10-E 
cUulas mononuclea•es, 'i mg de µ•oteínas en 200 µl de medio 
de cultivo). 

Anti-RNP 

F/P ~- células .. citoplasma .. núcleo .. .. 
1.l o o o 

1.9 7 o , 
3.5 2'i 10 20 

6.6 'i2 'i 'tO 

lgG cont•cl 

'f'IP ~. cAlulas .. citcpla~ma .. núcleo '• '• 
1.03 o O· o 

2.l 7 o 7 

3.1 21 'i 20 

5.5 'tO 3 39 
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rig, 10. C!lulas mononuclea•es con fluc•escencia 
la •egiOn del citoplasma u del núcleo. , 

a) C!lula con f luo•escencie en le •egiOn 
citoplasma; b) la misma c!lula, iluminada con fuente de 
visible; c) c!lula con fluo•escencia en la •egiOn 
núcleo; d) la misma c!lula, iluminada con fuente de 
visible. 
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Búsqueda de anticuerpos en el interior de las calulas 
linfoides de pacientes con EMTC. 

Se ha reportado que en el interior de las calulas 
monohucleares de los pacientes con EMTC, se encuentran 
inmunoglobulinas fijadas al núcleo de las mismas CS~). 
Para determinar si era necesario, para que la penetración 
de las inmunoglobulinas tuviera lugar, se requería de algun 
factor del suero diferente de éstas, o si alguna población 
de inmunoglobulinas que fuera capaz de penetrar se 
estuviera perdiendo durante los procesos de purificación, 
se decidió buscar dichas moléculas en el interior de las 
calulas de pacientes con EMTC. Para esto, se usaron 
fragmentos FCab) marcados con peroxidasa Cfab-PDX), con 
actividad anti-IgG humana, preparados en cabra. Se 
determinó la dilución de los fragmentos que permitió una 
mejor eficiencia en el funcionamiento de los mismos, ésta 
fue 1:50. Se comparó la sensibilidad de les fragmentos 
Fab-PDX con la de los anticuerpos fluorescentes, en su use 
para la búsqueda de anticuerpos antinucleares. Los 
fragmentos fueron los mAs sensibles, un suero positivo 
hasta una. dilución 1:200 por inmunofluorescencia, lo fue 
hasta 1:~00 con los fragmentos. 

Se usaron c!lulas de 5 pacientes con EMTC, en el 
de les mismos, se cuantificaron anticuerpos anti-RNP 
determinó la presencia de anticuerpos antinucleares. 
7. 

suero 
y se 
Tabla 

Tabla 6. Anticuerpos anti-RNP \.1 enticuerpt:Js 
anti nucleares en el· suero de pacientes con EMTC. 

Paciente Anti-RNP anticuerpos anti nucleares 

1 1:200 + 

2 1:200 + 

3 1: 1.6 X 10' + 

't 1:200 + 

5 1:200 + 
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Las células mononuclea•es de los mismos pacientes 
fueron depletadas de mac•ófagos y se cuantificó el 
porcentaje de las mismas que tuvieren receptor pare el 
fragmento Fe de le IgG. Se encontró que entre 10 y 1~% de 
las células de les diferentes pacientes, tenian dicho 
receptor. 

Las células obtenidas, fueron permeabilizadas y 
tratadas con los fragmentos Fab-POX anti lgG. No se 
encontraron inmunoglobulinas en el núcleo de las células de 
los pacientes, mientras que en el control positivo, 
consistente en células mcnonucleares permeabilizadas, 
incubadas con un suero con anticuerpos antinucleares y 
posteriormente con los fragmentes Fab-POX, se encontró 
positividad en el 97~ de los núcleos, fig. 11. 

Para tratar de inducir la penetración de anticuerpos 
in vitre, se incubaron células mcnonucleares obtenidas de 
individuos sanes con el suero en el cual se habla detectado 
el titule mayor de anticuerpos anti-RNP. Por otro lado 
considerando la posibilidad de que le penetraciOn de 
anticuerpos dependiere de caracteristicas celulares propias 
de la EMTC, se incubaron célu~as moncnulceares obtenidas de 
los pacientes con el mismo suero mencionado anteriormente. 
Posteriormente se buscaren inmuncglcbulinas en el núcleo de 
las células mediante el uso de los fragmentos Fab-PCX. El 
resultado en ambos casos fué negativo. 



b 

•• 
l _________ _ 

Figura ll. a) CAlulas mcncnucleares con 
lnmuncglcbulina Gen el &rea nuclear, reveladas mediante el 
uso. de fragmentes Fab marcadas con peraxidasa. b) Cllulas 
de pacientes con Enfermedad mixta del tejido conectivo, en 
las· cuales ne se encentro lnmuncglcbulinas en el &rea 
nuclear. 
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DISCUSION 

Los resultados obtenidos en los experimentos en los 
cuales se usaron inmunoglobulinas sin actividad anti-RNP, 
marcadas con l y celulas Daudi, no nos revelaron que 
hubiera ocurrido una penetración de dichas moleculas a las 
celulas, pues no hubo un incremento en la cantidad de 
proterna asociada a las celulas a 37"C, con respecto a la 
que se asoció a ~·c. Tampoco pareció haber sitios de unión 
especifica, pues no ocurrió un desplazamiento de las 
proternas asociadas a las celulas cuando se usó el 
competidor especifico. Por otra parte, no se alcanzo la 
saturación del sistema a ~ ni a 37"C. 

Se consideró que la alteración causada a las 
inmunoglcbulinas por el método de iodinación con Cloramina 
T y reveladas por su unión irreversible a la columna de 
proteina A-Sepharosa, podria ser la responsable de que la 
internalización no hubiera ocurrido, sin embarQo, cuando se 
usaron anticuerpos marcados por el método de Boltcn y 
Hunter, Cmismo que no produjo alteración aparente a las 
inmunoglcbulinas) y c~lula T en~iquecidas en la población 
de TT, tampoco hubo internalizaciOn ni unión especifica 
aparente. la ausencia de unión de las inmunoglobulinas a 
los receptores Fe de las c!lulas, podría explicarse por la 
baja afinidad de los monómercs ée IgG, a los receptores 
celulares correspondientes, como ha sido demostrado en 
otros sistemas celulares C66,67). 

Dado que les resultados obtenidos en los experimentes 
anteriores, no habisn revelado que hubiera penetración de 
anticuerpos a c6lulas, se decidiO tratar de reproducir el 
matodc, mediante el cual AlarcOn y colaboradores C53) 
encentraron inicialmente el sistema de penetración de 
anticuerpos a c6lulas. Se obtuve un suero con gran 
actividad de anti-RNP ~ a partir de 61 se purificaron las 
IgG par Cromatografia de intercambio iOnico, en el material 
obtenido se determino una actividad de anti-RNP de l:B x 10 
a una concentración de ~2 mg/ml. Este material se marcó 
con Isotiocianato de fluoresceina ~ con 61 se hicieron 
diversos experimentos tratando de reproducir las 
condiciones usadas en los experimentos en los qua se 
detecté la penetración de anticuerpos a cllulas, pero ne se 
encentro que 6sta ocurriera. 

Posteriormente se purificaren 1nmunoglobulinas con el 
mAtedo usado en les trabajos originales CFiltraciOn en gel 
ca~ Sephadex G-200), ~ con este material marcado con 
flucresceina, tampoco se logro reproducir el fenOmenc de 
penetrac10n, únicamente en un caso se encentre una sola 



célula que tenía fluorescencia en el área nuclear, aunque 
ésta tenía características morfológicas similares a 
macrófagos o a linfoblastos. Se considero que debido a que 
el método usado para depletar de macrofagos a las células 
mononucleares, había dejad~ un 3~ de aquellos como 
contaminantes, existís una alta posibilidad de que dicha 
célula fuera un macrofago. La relación F/P de las 
inmunoglobulinas usadas en estos experimentos 'fué cercana a 
l. 

Va que se ha reportado que la penetración de las 
inmunoglobulinas tiene lugar en un gran número de las 
células estimuladas con Con-A, se buscó dicho fenómeno en 
células previamente estimuladas. Debido a que la Con-A puede 
inducir pinocitosis de adsorción C3,~), en el mismo 
experimento, se buscó la existencia de la misma. Para este 
experimente se preparó un nueve lote de inmunoglobulinas 
marcadas con lsoticcianato de f lucresceína, el cual tenía 
una relación F/P de 6.E . 

Se encontré que un gran número de células incorporaron 
marca fluorescente, principalmente en la región nuclear, 
pero este ocurrió tanto en las preparaciones estimuladas 
con Con-A, come en aquellas en las que se uso ~ 

metil-D-manésidc para bloquear la pinocitcsis de adsorción 
facilitada, y también en las células ne estimuladas. Se 
consideré que el use de las inmunoglobulinas con alta 
relación F/P, podría ser la responsable del fenómeno 
encontrado, ya que se ha reportado que el uso de proteínas 
con alta carga eléctrica lleva a que estas se asocien a la 
c6lula en forma no específica C71,72), y el ITFC, introduce 
cargas negativas a la molécula a la cual se une C6~).Por 
otra parte, también se ha reportado que otro factor que 
puede favorecer las uniones inespecíf icas, de las proteínas 
marcadas a l'as células, es el uso de dichas proteínas en 
concentraciones altas C73), y tanto en nuetros experimentos 
como en les de Alarcén y colaboradores, las concentraciones 
de inmunoglcbulinas usadas, fueren altas C53). 

Mediante el use de inmuncglobulinas con diferentes 
relaciones F/P, se encentré que existe una relación directa 
entre el incremento en la cantidad de fluorocromo unido a 
las proteínas, y el aumento del número de las células a las 
cuales dichas proteínas se asociaron, principalmente en la 
región nuclear. Esté se encentré cuando se usé anticuerpo 
y tambi6n cuando se usé inmuncglobulina control. 

Se consideré la posibilidad de que la internalizaciOn 
de les anticuerpos fuera favorecida por las condiciones que 
tienen lugar internamente en el, paciente con EMTC, este es, 
que. ocurriera preferentemenre in vive. Para corrcbcrar 
esto, se buscaren las inmunoglobulinas en el núcleo de los 
linfocitos de los obtenidos de pacientes con EMTC, pero no 
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se encont•a•on. Tampoco se encont•a•on inmunoglobulinas en 
el núcleo de los linfocitos cuando se intento induci• su 
inte•nalizacién in vit•o, incubando células de individuos 
sanos o de pacientes con EMTC con sue•o en el cual había un 
titulo alto de anti-RNP. 

Desafo4tunadamente pa•a el p•oyecto, los pacientes con 
EMTC son pocos, y aquellos en cuyo sue•o hay una g>an 
cantidad de anti-RNP son aún menos. durante este t•abajo 
solamente se contó con un sue•o con dicha caracte•istica, 
de tal forma que los •esultados obtenidos deben se• 
considerados en forma µarticula•, puesto que no se puede 
desca•ta• la posibilidad de que existan va>iaciones entre 
los anticue•pos de los diferentes pacientes, ~sto es, que 
existie•an diferentes poblaciones de anti-RNP, unas con 
capacidad de •econocer a su antígeno cc••espcndiente y 
tambi!n con capacidad de penetra• a las c!lulas, y otras 
que unicamente pudie•an reconoce• a su antigeno. Tambi!n 
debe considerarse la posibilidad de que los anticuerpos 
capaces de penetrar a las c!lulas, estuvieran presentes 
unicamente en dete•minados pacientes con EMTC o en 
dete•minados periodos del padecimento. 

Cabe hacer menciOn que las alteraciones de la 
fisiclogia de las c!lulas, •aportadas en varios articules 
C56-58), tambi!n pod•Ian tener lugar sin que los 
anticuerpos penetren a las c!lulas, ya que los f>agmentos 
Fe . de las inmunoglobulinas son capaces de inducir la 
producciOn de prostaglandina E por las c!lulas a las cuales 
se unen, llevando de esta forma a un efecto sup4esc• sobre 
las c!lulas blanco C7~). La posibilidad de que las 
anticuerpos anti-RNP ejercieran su efecto daninc desde el 
exterior de las c!lulas, ya ha sido considerado como una 
alternativa por los mismas autores que describieron por 
primera vez el sistema de penetraciOn da dichos anticuerpos 
a las cllulae C75). 
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