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B ESUMERN
El objetive de cste trabaje fue purificar. Factor Reu -
matoide (FR}, y establecer un método jmmunosnerimitico — = -
-{EL1SA)} para su deteccidn. Para e¢lIo s¢ usaron ¢ineo sucros
prototipo provenientes de pacientes con Artritis Reumatoide
(AR), con titulos altos de FR. Considerando la propicdad del
FR para reconocer la gorcidn Fc de la 196G homdloga o heterd=-

loga, se diseharon 3 mfitodos (1, T3 v 117) Ao g lents --
basades en I = Captura del FR en una columpa de afinidad on-
la éue se.acoplaron agregadoes de 1g8 de conejo, Il - Praci -
pitacibén de gama-globulinas con sulfato de amonio al 40% pa-
ra en seguida efectuar la separacifn del FR por una columna
de exclusifin por pesoc mold8cular y II1 ~ Separacisn del FR -
clase IgM mediante una segunda columna du afinidad con pro-
tefna A de_S. aureus. La purcza del FR fue determinada a tra
v&s de una clectroforesis en gel de poliacrilamida, identi -
ficando las cadenas pesadas y ligeras de acuerdo a marcado -
res de peso molecular conocidos. Para la deteccién del FR se
estandarizé un métode de ELISA, ¢mpleando como antfgene agre
gados dc IgG humana y como anticuerpordda anti~lgM humana ==
marcada con puercxidasa paxa finalmente revelar con Orto Fend
Jen Diamino {OFD) como sustrato a la enzima empleada. Como -
ELISA control negativo, se empled un antigeno neo relacionado
como lo fue un extracto de M. tuberculosis. Para comparar la
determinacién del FR, se emplearon, la prueba de aglutinacidn
con partfculas de litex y Nefélcmetria {NF). Las fracciones -
aisladas’ do FR obtenidos por Yoz nStddos Iy IIT de puiifica-
cibn, mostraron lecturas positivas en el ELISA { B.Ora 0.70) 7.
mecon 196G égrégada pero no con M.  tuberculosis. Para las mues =
tras manejadas como controles negativos, se cobutivieron lec -
" turas menores de 6.20.de D.O. para FR. Saolamente las fraccio=
nes obtenidas por el m&todo I,. fueron detectadas por la prue-
ba de l&tex y NF, por contener una mayor concentracién . de pro
teinas. Por ello cl m&todo I fue seleccionado como el mis Gtil
‘pPira nuestros fines, y con &l purificamos seis muestras mis, =~
‘obteniendo la misma éureza que con los sueros prototipo.

-2 -




1.0 I NTRODUC C 1 0N

1.1 Genera;idndes da- la Autoinmunidad

La autoinmunidad se define come un estado alterado en -
;e; cual existe una reaccidn exagerada en contra de componen-—
“tes propios, lo que permite que hayoe una gran variedad de --
enfermedades de este Lipo y cuyo origen preciso sc desconace.

La gran mayoria de estos padecimicntos tienen caracteris
ticas "clinicas y sus fenomdnos inmunoclégicos muy amplios, pe-
ro se ha dade una gran relevancia al difgnostico temprano y -
aspectos terapfutivos en estos pacientes {1,2).

En cambio, los estudios experimentales sustentun la idea
de que los procesos autoinmunitarios pueden ser una consecuen
cia de un amplio espectro de anormalidades gen&ticas e inmung
16gicas y que &stas difieren de un individuo a otre, pudiende
preséntarse en diferentes lapsos durante &l transcurso .de la
vida, dependiendo de la influencia de factores promotores tan
to exbyenos (agentes virales, bacterianovs, guimicos o ambien-
tales), comc edfgenos (hormonal, actividad anormal de genes).

Dentro de los mecanismos inmunaopatoldgices que pueden —~—
mediar el dalic tisular 3¢ las cifodnicdedes adlosudduailallas
‘se encuentran:

~ La unidon de autbanticuerpos sobre estructuras normales

- de las. superficies celulares, seguida.de una destruccibn por
complemento; lo que corresponde a una citotoxicidad celular

autoinmune mediada por anticuerpos (3).



= La formacitn de complejos inmunes auvtoant fgono—autaans=
anﬁlcuerpo,ren fluides intercolulures o en la circulocidn on

‘general, para finalmente mediar el dafe tisular (4).

-. ¥ donde ¢l proceso patol&gida puéda ser causado por =
linfocitos T sensibilizados inadecuadamente, ya que estas -
c@&lulas pueden producir lesiones risylares por medio do naea

-nismos en los gue interviensn 1a liberacidn de linforeitotoxi
-nas, asi como la atraccidén de otros tipos de c&lulas al ﬁitio”
de la lesidn,

En forma general existe una gran variedad de factores =
que pueden explicar el origen de la autoilnmunidad gque se ci-
tSn en segquida:
~ Liberacién de antiqoﬁos secucsﬁrados.

- Disminucibn de la actividad de las c&lulas T supresoras.

- Incremento de la actividad de las c&lulas T eooperaderas.‘
~-Defectos del timo o de sus productos solubles: ‘

- Presencia de clonas anormales o alteracidn en la induccidn

de- tolerancia inmune.

- "Activacidn peoliclonal de las cE&lulas B.

- Actividad refractaria de las c&lulas B a las mensajes supre

ia';Ol’.‘cS“. -

- Deféctqé en-los macrafigos - R - -
—Thﬁormalidédés de~las céiuias'precurshrﬁs en méduia osqﬁ.

- Alteracidn en_labregulaciSn de la red idiotipo-antiidietipd.
}-,Actividad anormal de los gunes gue modulanyla respuesta in=

mune .




- PFactores viralcs.

- Influencia de las caracteristicas hormonale
- Influenria de factores ambientalen.
- Alteraciones en ol complejo principal de histocompatibili-~
D dad.

De agquf podemos derivar que en la autoinmunidad predomi
na la autordactividad lumoral, representada primordialinente
por la generacidn de auteanticuerpos ¢ la reactividad celu-

lar, mediada por ciltotoxicidad (1,2}.

1.2 valor del Factor Reumatoide on Autoinmunidad

En - -diferentes padecimientos autoiomunaes una caractoeris-
tica relevante es la produceidn de divérsos autcanticuerpos,

‘enére los gue destacan anticuerpos contra apitopes on la por
¢ién Fc de las inmunoglebulinas Ig¢ 7s o IgM 75 y 19s conecy
das tamhidén como factares reumatoides {(FR} (4} . Estos pueden
ahcontrarse en suero u otros fluldos corporales como el 13-

quido sinovial o saliva (l). Su presencia en estos comparti

mientos se ha explicado cono consecucncia de gque los linfoel
tos locales preducen IgG Yue €s reconocida como extrafa ¥y ss
timula una respuesta inmunitaria (1).

El FR mas comunmente ehconﬁradn es el del tipo IQN en, ~
‘ﬁha_préporciﬁn dei 70 al BOQ de pacientes con Artritis Reuma
toide (AR), Sindrome de Sjbgren y en porcentajes menores en

7'1upus eritematoso, cselerodermia y dermatomiositis (5) . Ade
is se han llegada'a encontrar FR de la clase IgG, IgA e =

Cigk‘en una proporaifn m8s baja en estos padecimientos (6) .




La importancia gue tiene la presencia de agreqadog de -
119G formande couwplejos inmunes con e}l FR- doe la clase IgG, -~
IgM u otros isotipos eg que el yresdltudo final es 1a activa-
cién del sistema del complemento por la via clisica, tanto -
a nivel circulante como cn algunos tejidos. En este proceso
los. productos de demolicidn del compiemento se acumulan y -
activan la via alterna del complemento. Todo ¢llo da por —-

_rcsultado la producecifn de numerosos fendmenos de inflamae-
cifn incluyendo la liberacifn de histoamina, la produccido -
de Ffactores quimioticticos para 1os leucocitos PMN y MN, in
cluyendo al Cla y C5a; todo lo cusl facilita el daio tisu -

lar (7.,8,9).

Hay un flujo noturic de leucocitos a)l sitio de proceso -
inflamatorio y se piensna gque las prostaglandinas vy los leuco-
trienos, producidos por las c#lulas inflamatorias, tienen un
papel importante en la amplificacitn de este proceso. Ademés
los lisosomas activados por los leucocitos incrementan aln -
mis . la respdesta proliferativa e inflamatoria en los tejidos
dafiados. El infiltradc. mononuclear que se observa de manera -

caracceristica en fonemfinos autoinmuncs incluye la interaccibn

de 1a‘fibronoctina producida por-los- leucocitos PMN,con_losrf
fibroblastos que pueden tener un papel importante en ¢l pro-
ceso de dafio tisular (1). Tamhién ocurre una xeunién de lin-
focitos pequefios, cflulas plasmiticas y macroffigos en las' -
’a;eaS‘perivascularcs. El {nfiltrade de linfocitos generalmat

té esti integrado por cé&lulas T y B. La accifn inmunolsgica




cinas responsables de la acumdlasidn o wn el o in-

terior del tejide dattado y a una pin

cantinua do dnmung
globulinas o deo FP que rienden a perpetuar ol proceso patold
.gico- (lr) . Adicionalmonte i anLigeno y el anticuccpo conati-
tuide por FR pucden interactuar on diversos tejldes resultan
do una enfermedad oxtravascular Causada per complejos inuu~—-—
nes. Bstos reactantes dactivan el sistema del complamonte gao-—
nerindose fragmentos con actividad blalﬁgicn {C3a - C5a) ca-
‘paces de aumentar la permeabilidad vascular que permiten asi
‘el flujo de protefpnas y olckentos celulares del espiacio vas—
Eular;al sitio dumde residen los inmunocomplejos (%,10).. Una
de las cdlulas sanguineas ligadas a la destruccifn tisular -
en autcinmunidad es 2l leousocito PMN, esta c&lula puede atra
par los complejos por poscer con Su superficie receptores pa-
ra la porcidén Fc de la IgG o bien rccoptores para el fragmen

to C3b del complemento. La fagocitosis subsecuente ustimula

por un lade la liberacidn de proteasdas lisosomales gque tie--

nen el potencial de digerir coldgena, matriz carmiiaginbsa =
¥ fibrns cldsticas y por otro lado se producen radicales li-
bres de oxigene y superSxido que causan dafic celular d{rec -
tamente. La oxidaci6n del dcido araqufdonico con generacidn
de prostaglandinas y otros productos inflamatorios por la -
via de la lipooxigenasa, intensifican también la lgsién:ti4

sular (11,125,




'[L'.iﬂ‘v},.«;df. del FR

1.3 Carac

y su ¥

EOERCNAGT

doebamos de tacar que:so

. En bése a los datos anteriore
-han-detectado FR . do la clase IgM, 1gé6 o IgA y mis raramente
IGE ¥ en vista de gque todos actiian come autoanticusrpos di-
rijidos el cuntra. de la porcifn Fo da 1a IgG, s¢ han imple-
mentudo diversos métodos de identificacibn.

Las técnicas rutinariaa para detectar el FR en ol labo-
ratorio son reacciones de aglatinacidn tales come £ijacidn a
litex sensibilizados con IgG humania o con eritrocitos de cap
naro sensibilizados cen hemolisina { prueba de Waaler-Rose!l,
.en la cual las porcionues Fo se oxponen en la guperficie (6,
13). Bstas té&cnicas ticenen la ventaja de ser sencillas poro
determinan el nivel de FR como un tftulo discontinue ol cual
ol

dificilmente puede ser relacionado a su concentracidn regl.

Ademds solo el FR de la clase igH puede ser medida por m=n
tcdos de aglutinaciSn mientras aque hay C?Lugnhluh e’ Gue /
ELVPR de la clase - 1gG- 1 otros isctipos mis un el pru>xu FER

: de-la clase IgM .puede estar implicado en algunos mecanismcs
patog&nicos como la vasculitis (14).
Egs por ello que a través del tiempo se¢ han implamentade
nuevos métoéos cada vez mis (tiles con los cuales, ue ha lo-
. grado cstablecer que la estructura bdsica del FR:de la clase
IgM no parece ‘diferir de la IgM l2s pentamérica sin esta ac—
tividad de autoanticuerpao.
‘La valencia esperada para el pentSmero del FR de la cla-
se ;gM éeberia ser teSricamente de 10, pero con estudios de -
'u;trgcentrif@gacién analitica se ha Jdeterminade gque 1a'valeﬁ-

- 8 -




ala actual para cste pentidsero od de @inon, ¢ se bha visto ==
Jaque por impedistento estdoico solo un sitio de combinaeidn en
cada subunidad pocds unirse con la g4,

La constante de asociacidn paia ba reacoidn T

sntre el PR de la claase TgW ¥ la 1gG bumdna os bata variando

alvedador do 1074 4 107% worsie (103

El accaso a prunbas de Taboratorvio mhs sofise doqg

permitido’ entudiar log eplitopes di Ld lgug humana quic han mido

veportados coma sitios de union potenclates para el PR e 1a
clage 1gM, Estos inclayen 1) Doterminantes sobre la bgG bumas
na nativa, tales como las subclases especiffeas o antfgenos -
gundticmuente deiinidos (Gm). 2} DoeberminaRtas presentas aor
bre la 196G agregada quu solo g axpraesan mediante ol uga de

matodas fisicogquimicos (56°C L0V v no sobro opTiopes on fa ~

IgG nativa y 1) Da.t.nrmj.nunnm ocultas en la Iga nativa qua ==

ron zstos™ solameute g las wnegitas proteoliticas,

Do acucevdo con inventigaciones provias se ha Llegadoe a -

siduog de virosina asi comoe dae Liaina

concluiyr tambidn que
que partenecen a lias porcioneg detocminadas gendticamonts ~--

(Gm) do la IgG humana, estdn involacrados en el sitlo de reag

Ckividad antigfinica de la 1gG bumana {(J5,16}.

’ hu AlOR racionton. VArios  grupos da (nvoantigadoles han -
intentando definie los factoras genGticos y/a molfculavas que
controlan la sintesis de FR, con ¢l propGiito do saboer porquéd
los antoanticuerpos anti-=JIgG gon producidos selectivamente an
anfermedades avtolnmunes sistémicas y an alteraciones- iinfn -
proliferactivas. Lag bhasoes gan@ticas pars ol desarroltic del FR
clase IgM no- es conoclda, pero se ha propuesto que estd ligado

- 9 -




Al marcador qendtice BLA-DRI, ¢l tual ue encueptea lmzronnzan -
tado on la AR (E7,18,19%,

Sin ambargo, tambidn wxisten eytadios. donde demuostran -
“que no hay relacidun antre ol PR Glase TgM oy el HbA- (L4,
19), Aduomis s¢ b demont yado que en e jerss sanind oon aliog -

Ttfrulos de Uk wlaoe LgM o8 i no muentean inclemento en ¢l -

gan HLA-DRY (201 . Bl pscanismo foal e nos oRpl igus astos -

Chechos oo oy conocida, w! tae evidenaiay dispatiblen sugie -
rau que Ta region HLA-DRA puede infiuenciar en 1a roguladién
de 1o respuesta drmane {(21) .

La peimera demostracidn elora de sintesis espontdnea ae

cEintas moaonina leares de sangoa perilérica (CMREP), -

fua repuartada por Vaugian vy ocols, (32) 0 Posterioruante Lvl. o

Card doefinir que ¢l meior actilwador policlosal para prosacis -
“in vitro® o) Fles e fitolaca americana, y esto he faeilio -
tado el estudio de log Recanismos de control de los linfaoi

tas T.s0bre el PR (23}, Adembb se ha visto que miltivos de --

S CMNEDP _de. algunos  pacientas con Al gue Lo awdican PPosn foaraa

L]

Aes’pmwﬂnea son Fapaves de biabuiiiarlo baje el ~>.:s'tf,nu m'de. -—
aste activador policlonal {24y, diferenvia que parece obede <
car & qua la g¥intesis esponlined es timo independiente y que
la fitolaca americana inducae producoitn de FiUdepondiente de
las c&lulas 1 (25,

Ctras aativddares poeliclonales de adlulas B quoe hai siG0
ugadog parva estudiar la sintesis "in vitro” de FR, son ol vis
rus Epstein parp, diversoslipopolisacaridos (26), y péptido -
qlicanos bhacterianas (27,28} . Algupos cultivos de células. de

- 16 -



individuos novrivilaw tamblin s oo

adueiy PO e
Lrofy aungua. an cehTantimtione s meicirey g 1o e suceds don -
{ladea aitainmn -

¢élulas proveniontes do pacientoes - con enfers

nes (21),

1.¢ Pactur Heumataido y Anti=1diacipuy

L5 da FR

Loy Factores vesponsablen guae induoesn Ja sintes

on los padecimicntos avtalnnous son hasta la fecha desconone)
das, sin embarqgo, Lla manera par la oual puede llegavee a vo-
gular la preduccidn de autoanticucrpas ha sido mal 1ve da o we-
plias investiqaciones.

Una de lag reorfag que se ha pmstylado os da anteracoldy
de idiotipeos eon anti-idiotipos, gue parece explicar la madu-
lacibn de la producoidn de estos avtoanticuerpos (29,30).

El mecanismo por el cual los anticusrpos anptiidiotipo rg
gulan la respuedte inmunn pnrmanece on duada, sin embargn se -

. hA‘PHpnrtadu (e las eflnlas Ty A oaxpregan dutermlnuﬁLau‘i -
~diotipicos, y gua ims anticuwarpns anti-idiotipo., pueden modu-
lar la produceldn de los antoanticueerpos inlelsles (31), Adae-
mis se eree que estos anticuerpos anti-idlotipo pueden {nfluir
an la {inpuporegulacidn “in vive" (32,33,34}.

Todo este sa ha hasado ean la teorfa de Jerne {(3%), quh -
nos indica que pnr‘oada detariiinante antigénico ﬁncnntrﬂdo'pnr
el sistema inmune, existe un fdiotipo gque almacena la imdgen -
intarna del ankfgono procursor, cuya agxproxisdn puede tener - -
papel jomunoregulador,

t8sis, las cuales -

Faisten hechos qua soportan csta n
hafe side dervivades ae los egtudios 1ealirados en reacciones -

da apti-adiotipon con los vaceptores hovdionales {36,37),
- i1 -



“BEspeci ffcamente se ha coportado que cusndo s5e0 §amon zan
coneios, con FR humano policloned -se induce la produccdn de

anticuerpos antiidiceripo gue alwacenan ta imdgen interpa do

ul.‘ fragmento Fo de la 106 a la que va divigida. aptl =
idtotipo ha demuestrado gy pueds roaeeionar tante oon molé -
culas de PR y con receptaras para ol PR ogque oxigten aobre | -
log linfocitas B {29, 36) .,

Lag condicliones vn lan gue courre tedo o anteriormente
expuesto no hi Aido ecsclarecido hasea la focha en sa totnli-
dad {39), sin enmbargo, algunos decallas Importantes que si -
s han podide coiprebaoe, lucluyuen vl beohua de gue cuando se
Lnmuniesan conejos can un péptido correaspondiente a ta segun
da raegidn complementaria de un FR nonccelonal o ze induce -
la produccison de anticuerpos antidiotipo (32,3%9). Otro de =
Lot datas interesantes gque se ha desaubierto ¢s que los an-
ticuerpos antiidiotipo s81e !1;.1r\ factibiles de producirsce “in-
vitra® ¢n zonejos (30), por lo que on dmportante tomarlo én
2uanta en estudios oxperimentales, ya que se creg que lag -
antdouerpoes ;A‘nt‘i.-idxm;chs podrfan rveprosentar log reastives
ideales para la rogulacién de la produccifa de autoanticuer
pos y aspecialmente dol FRO(30,373),

Como ejemplo existen trabajos en los que s ha logrado
étirjﬂcar apticucrpos antctidiotipoes an contia du,l-‘i{; a pag-..
tir de muestras de’ nuero'con FR positivo (29}, siendo capa-.
cos de inhibir la actividad del sucro de sus fami.liéx:cs ch
un rango del 40 al 60%, pero en camblo no inhibieron la ac-
Lividad del FR de cines sujetos con otros padecimienton au-

- 12 -




Tinmenes wue no tenfan esta relaciOn familiar (29, 38,405 .

J'Estosrdatos puecden explicarse on base o gue existen anti

cuerpos antiidiotipo
1) Los antiidictipos
nicos asociados a la
1igeras.y‘pesadas de

‘2) Los que poseen la

se unen a los anticucrpos con la misma especificidad que el

Ce reaccifn cruzada doe 2 clasos:
quo reaceclonan con doterminantes antigc-
secuencia de amincidcidas en las cadenas

ia regidn variable vy,

imiagen interna del antfgeno, o sca gue -~

antigeno primarieo (38,41).




$lo2 o FURDAMENTO DE LA TECNICA EMILEADA (ELISA}

Une da los mittodoss estandarizndos pura la deteceibs -

auantificacifn del FR es @) radivinminoandl

que guenta
conun alto grado de acnsibilidad pero tamblen con un gras -

riesgo de contaminacidn por el uso dn reactives Tadioas

_siendo el problewma principal de hacar yse esta thenice de---

Earma regular. Ue o sor onto que 8¢ ha preferido estandarinrar

metodos lnmuncanziniticos (BELISA), que han mastiad. toner 19

misma sensibilidad sin hacer uso e un indieador radioactivo.

El Eundamente de esta tfonica o5 usar un inmanoreactan -

ta unido a una fase s6lida por medio de una absorcidn hidro

f6bica o por unién covalence, influcnciada por ol uso de uns

sgluciln armortiguadora que mantenga el pH Gptimo pa Gl a

qure las fuerzas de unidm para la reacceidue hg~hc.

ada
s hace ¢so de un datergente pava lavar los exeopso:r Jisreag -

tantes {Tweon 20), ¥y una proteina {(BSA o geldtina) para satu-

rayr los sitiocs sin undr solbive la fase s8lida, y asi disminuds

PR

g + - el 'porcentaje de absorcisn no especifica de los imnunove

tes..En seguida se incuba ¢l Sopecimen clinico peor ) tiompa ~

necesario, para despuds ahadir ol anticuerpo ligade »-la enzI-

ma. La cantidad de anticuerpo unido a la fase s8lida es deion-

" minada por la adiciSn del sustrato especifice a la enzima em -

pleada. La reaccidn subsecuente entre la cnzima-sustrato es mg

E  ‘qi§a por la cantidad de color desarrollade en un espectrofoto-

metro o por visulaizaci&n directa,

slendo proporcional a la -

cantidad de enzima unida a la fase aflida en las reaccionan ==

previas (42).



72,0 JUSTIFICACION DEL TRABAGG

El estudio del FR

A eantaal, inelayen-

dpria'produccidn de anticuerpes antiidietipo, sigue siende un
un punte relevante para ¢l conocimiento de ia Artritis Reumo~
tc;idc; Por este ol ipterds de este trabajo fue el de pstable-
cer-un mitodo iddneo para la purificacidn del FR y legrar aal
un ensayo de deteccidn con alta sensibilidad y eapecificidaed
como uu el Je BLYSA. Bstas técnicas nos permicirdn conuvar con
un patrfn de referencia del FR,. y abordar la cavacterizacisn
de idletipos y anticuerpos antidiotipo on futuros estudios.
Ademiis el ELISA facilitari la deteceibn de FR en otros -
fLuIdos corporalos y sobrenadantes dao cultivo celular en don-

de este autoanticuerpo se encuentra a muy bajas concentracio-

- nes. : A




3.0

Lo

OB I ETTI VOGS

Purificor Factor Reumatoide a partir de sueros do pa
ciéntas con Artritis Reumatoide, Paya gonkar ¢on una
fuente de referencia en su dctecciSn en varios Ilui-
dos corpafaleﬂ en donde se enguentra a muy bajas con-

centraciones.

Establecer un método inmuncenzimitico (ELISA), sufi-
cientemente sensible y especiffco en base a la dekeg
cifén de Factor Reumatoide purificado a partir de ‘sue

ros de¢ pacicentes con Artritis Reumatoide.




Una de las caracteristicas del FR involucra una reaccidn
:espccifica da este autoénticugrpo con epftopes ubicados en la
parclién ¥C de las inmunogleobulinas. Por ello sera pesible con
tar con uné tdcnica de alta eficiencia, parxa purificarlastc‘J
anticuerpo mediante una columna de afinidad, gue nos permiti-
rd establecer simultaneamente un método de alta sensibilidad

y especificidad como es el ELISA para su detecoisn.




5.0 MATERIALES Y METODOS

5.1 Matwerial Biolégico

Se ‘trabtiajaron con 11 suiros de pacientos con AR, guo -e-
cumplieron con los eriterios internacionales para integrar -
los. dentro de este tipo de enfermcdad (43).

Todns prasentaren FR positive, detectado con’ la prueba
de aglutinacilOn coun litex { Rayi-Tex R¥ Boehring ).

Ademds s¢ mancjaron 9 sueros de sujetos normalus a los
cudles se les realizd proeviamcnte lz procha de aqlutinnﬂién
con litey, resultando nogativa.

5.2 METODOS

El trabajo se dividil fundamentalmente en 2 partes:

I.- Purificacidn del FR por cada muestra.

Ti.~ Deteceidn del FR purificade por 2l método do RLISA.

PARTE 1

Se programarén 3 diferentes métodos, para lograr. la. puri
ficaciBn del FR, y para ello se decidif trabajar iniciralmente
con 5 muestras represantativas para poner a prueba los 3 mé -
todns vy elegir el Sptimo para los fines de este Ernbajn.

: El diagrama de Liuju guc o murerra en sequida (fig.l}),
nos muestra lcs pasos que se éiquieron paratcada unos de loéf
ensayos.

) Como se. observa en la fig. 1, un paso fundamental fue. -~
ia columna de afinidad para capturar FR. Para esto [ua nece~
sario purificar previamente 119G dJde conejo, que fue la que -=
nos sirvif como “antfgeno” principal para acoplarlaya E;epha.:~
rosa 4B v lograr la purificacifn de 1o que en esge caso co -

— e -
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“Fig. 1 Diagrama de flujo para la purificacién y caraaterizacion
del FR. (M8todo I, II y Lil) : R
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rresponde 4 nuUestro et oo (FR) L

5.2.1. Purificacitn e la 122G de conejo

Lizs. m3bodos dve alislam Y opuriticacisn e aneicoey -
pos, se dividen on cspecitfcos ¥y no especitfcou. bLos wltndos
especiffcos, qunoralmente dan bajo vendimiento pore con alta
pureza, y los inespecificos se basan on las propiedades fisi
cas del anticuerpo. En el prescente trabajo o empled este --
Gitimc método para el aislamiento de la IgG de concio {(44,45),

sigquicndo los pasos que se describen on veqrida

Precipitaci&n con SA5 al 33%
: Se. obtuvieron 50 ml de sucre fresco de gonejo sin innu-

nizaclones ﬁxoviAS y se coloearbn en un vaso de pracipitados.

En bafio de hielo y con ayitacidn constante se le agregd
gota-a -gota 25 ml de SAS. Hsto preparado se dejs agltando pox
‘un tiempo minfmo de 2 a 2 hr., <on el fin de evitar el atrapa
miento o arrastre mecﬁnico_de atros componaentes del guero co-
mo lo es la albumina. Una vez pasada este tiempﬁ se centrifu-
g6 a 3000 rpm 15' a 4°C { Centrifuga Beckman Modsla TI-6 ) -
en seguida sé'decantﬁ @l sobrenadante con bomba de vacio y ol
p;ecipitado se resuspendis en 25 ml de agua destilada.

Una vez hecho osto, se volvié a roprecipitar en 15 m1§7~
'ma forma por 2 ccaslones m8s 'y finalmente el dltimo preocipita
do se resuspendid. con agua destilada usando un tercia dal vo-
1ldmen original del suers. A continuacidn so dializd una pri -
mera vez en agua QGutilada Yy en otros 4 cambios en solucifn -

amortiguadora de fosfatos 0.01M pil 4, realizande los cambiog

- 20 -



'hﬂﬂﬂﬁﬂrlﬂﬁ hasta 1a eliminacidn total de lus ijones sulfata -
{451,
B cantar awetieait e sae wwntabiv yo cen bas famunoegloba tinas
totalaes del conejo, ¥ para hager la separdcidn de la 196G so=
1o fue necesario mentar ana Columna de intovecambio ionica, -

ya que la separacadn do suslaneilas con e

¢ tipo Ao rotinas
son de gran efectividad ¥y contiabilidad en cuanto sy pure-
aa (44,49) .,

Sl At Ivacian de la

e lnlona

Para cumplir con este procedimiento se posayraon 10 g de
DEAE-Celulosa {Whatman DE-23) y sce hidratd con agua deéLuniw
zada, agitando ocasionalmentc para oxcluirv los fragmentos -
finon. En seguida, se 110 el oxcose do agua y se e adi -

cionaron 19 volumones doe HCI U.5N pH 2, doi

ndo agitar oi

‘mente con vacfa para dengaesificar durante 30 wminutos. Trans-
currido este tiewpo se 1avd con agus desionizada hasta que -
el filtrado registrd un pl o intermedio de 1. Justo en esto «-
momento se. lo agreqaron a la rosina 450 ml o de RaOi 0. 5N pH -
11, agitando durante 30 minutos lentamente y bajo condicio =
nes de vacfo para desgasificar,

Este. preparado ge filerd y se reguspendid de nueva. - -
duaenta on 4%0 ml de NaOh 0.5N pH 11, baje agitacién yrﬁucfu,
durantoe 30 minutos. Bn asequida we lavd con agua desionizada

vhaaté que el rfilerado prosentard ww pll de 7. ’

Para que la celulosa adquigiera ol pB requerido se £il-~
traran 250 ml de solacidn amortiguadoras de. fosfatos dicr vo-

Cees mis concontrado al deseado. Bp aste f&su fue de pH 8 &

-1 -




cintinad lavando von

.ufa coneont racydy B iM0 Lo seduicka s

solucidn amart Laonatora o tosfoton 0,088 13 8 Basta gque ¢l -

filtrads registed oi oo A entrada o de salsda, Todas

Yas AU Lone s e piiepararaon oo oaguad desfosiesada (45)

G0, 0, Pmpague doeo ) OoTunola

Para cmpacar ba oresiina ihier W Oo bt ehe drio de =
90 o de laraga pov 3 cmoate diSmet oo ot erneys Intoetalmenta se

Be3d rociveular por la columba la solucién anert tgouadora de -
equilibria (fostatos 4,041 By,

S0 empacd da columna temendo Ty resglos perfeclamnenta =
resuspendida 2n la solueidn Qe aquilibrio vy haciendo la adi-
cifin o pontes, erdmatacinbe aniosu perrtedto cmpague . Baa - -
vaz quer ol total doe la rasing Cae adicionada, s¢ deid recir-
cular la soluacidy de equalibrio hasta qua so obtuve ol ciasmo

Pl de ontrada gue do aaltda,

E~-Celulosa

Adic{dn de la muestra a la columna de DE
Al procesar la muentra se tomé en @ueanta Qe por cada ==~

grame de resina ge geparan aprox imadamoante 100 ng dio protefna

{noqlin especifivacidn del fabricante Whatman Da~24). fe deid
que la solucidn de deparacidn (fostatos 0.01M ph #), alcania-
& el borde auperior de la reosina y se le adiciond la ¢anti =
dad precisa de la muestre (cuantificada por ol método de Low-
ry),; por las paredes de la columba, En este caso debldo g que

: a.orl.'or nos Interesaba purificar la (g6 de lang dunds globulipas,
no hubo -necesidad da hacer un gradientoe de concuntraciﬁr\"ﬁ .

varftacién de pl de la solucisn.




Durante ol procedimioento se estuvieron recibiendo frac+
cionos de 3 ml, o las cuales se les hiza Ya deteccion de prg
tofnas en un eapeccrafordmetero (Beokman) a 28D pm eon buz --

U, V.

Bl pico de eluads que pos gonald da prerhene e Dy R

nas fue recolectade y dializado en wolucidn amortiguadora de

fosfatos pll B con 1os cambios Deesmay b

. OTedo el proc
mentaie y corrimiente e jo columna, previamento descerite, -
fue rToalizade o 4°C.

La purificacidn de la [gG bumana se roaltsd, empleando
Ja misma metodologia descreta pacda L2 Dyt de coneio; v s o--
agregacion solo reduirdld de someter la mucestra pera, a 6370

por 10 minutox {(46L) .

LA, Carvacteriesacion da las lgl bPuriiccodas

La doterninaeion de la purceza de lags Insunoglobulinas -~
aisladan so llevs o cabo mediante una grusba de Ouchrterlony,
Y se corrvabord con una electroforesis en geles de poliacril-
mida an presencia de SNS, yo que esta tdenics representa un
miaitodo analitico do muy alta resolucidn, v pucde proporeio -
narnes informes acerca dal tamaio, conformacidn y carga de -

las moléculas scparadoas (47).

GUU me GasamblorAn las ravedes Ao los vioo-

‘Para oste me

drios, del aparato de electroforesis (Protean 11 Slab Joll -

Bio-Rad), y utilizando geparadores de 1.5 mn de grosor sa -

formé un sandwich con dimensiones de 16 X 20 cm.



D L Y RPSUDUTIUCI A Ok A . il
Ulusan tafonk e P i
o Mot ghaeeds - X
.54 pH 8.4 . : : [P
$DS al 10w
Agua destiiada - . Vol
Persulfave de aeonie NSNS

Para obtoner una meijor polimecizacién, ne 2linind o) --

aire presente utilivando vacfo y ogil Gy BEoo s

gl

tomaron 31,5 ml de la meralas anterior g wvertid o eniee lan

placay do vadrio ovitanda In o

> burbujas

de transeurtia. EYYTESHVEY

o1 exe

la supersiciec v

TEEaba va o rarmasio,

Ioefan peine G wrisma shel migmos

Para la pireparacida deld soome

anhomakvaz

Solucidn stock de criiainide Lol
S6l. amorviguadeca de ThIS-HCL pi 205 mi

SDS al 10% U.tomL :

Agua dascilade

Persulfato de wronio

TEMED G.ul ml

Nuevamente Se clininé el aire dv 1a mescla con vaclo y -

agitacidn durante lomiruro, ¥ ol prapasrado so-ovartif ontra

las placas do vidrie sobre el del separador evitande la for-

macifn do )




"mente 4

Se permitid Lo peli

priwawidn auranta 5O miuwundny s -
'eliminﬁ ¢l agna excaedente procurando dadar porfeoctamento
wos los posos foermados con ol peine, dondae »ocologan los .-
muestras para ser separadas olectroforiticumenta.
' Las muestras {ueron proeparadas antoes sompreYy bas  al o~

corrimiente electyoforitien con solucifn amortigquadors de

TRIS=HC1 (.125M pH €.8, SDS al 4%, Glicerodl al 20%, 2 mar -

captoatannl al 18% ¢ azul de bromotfencl a2l 9.01% ¥y calentan—

do a 92 °C en.un banto d¢ agua durante % minutos.

El vollmen de esta preparacgidn dopendid de la coneen —~
tracadn du protoinas a la que uve ajustéd cadea nuestra,

La separacibn electrofordrica de las puescras neo realizd

a una e¢orriente constante de 30 mA por gel con incromento -

gradual del voltaje de itv a 340 vwonlts, durante aproximada-

horas y.on presencia de una solucisdn amortiguadora -~
de TRIS 0,025M, Glicina 0.3192M, $DS 0.1% pH 8.1, La'temPQEQ-

tura s2 reguld con un sistema de refrigeracidn a una cifra

constante de 479C.

Tincidn con Azul de Coorassic

Al terminar la clectrnforesis 1los geles fuaoron separados
de las placas de vidrio y fueron taﬁid65 cop una solusadn de
azul de Coomassie al 0.125% con meotanol al 50% y dcido acétl
¢o al 10% la ecual se deje agitando toda la noche.

El excei’ de colorante sc elimind con cambios sucesivos

de sclucifin amortiguadora decoloradora de matanol al 50% con

'§r1do av{txco al 10+,



En este trabais oo onplod onta thonars aen ia fiﬂdllddd
de‘enrnctori:nr y checar Ia pnresa de Vas rracciones que se
obtuyinron, por lo guu fue necesario correr al mismo tiempo
que las muestras purificadas, protefnas puras &t peso moldé -
ceular conocido come marcadores de pasa.

Una vez. gue se comprobd la pureza de ia JgG de conejo, -~

se procedi8 al acoplamionto de esta inmunoglobulina a la se-
pharesa 4B, para obtener lo guo nosotres denominaremos en ~
lo subsecuente como "Columna de Afinidad para FR". Como pri-
mer paso fue necesario activar la sepharosa 42 de la siguien

te manera:

5.2.5. Activacidn de la Sepharosa 4B

Se pesareon 20 g de la sepharosa 4B himeda {(Pharmacial, -
Yy se lavé perfectamente con agua destilada trfia. En une cam-
Pana de extraccidn se le adicionaron 2¢g de HBromuro de Clano-
géno (CNEr - Pharmacial), c¢on agitacién lenta. Una wvies disuel
to el CNBr, sé llevd & un pH de 11 con una sclucién de MaOH

2N, mantenifndelo constante durante 8 minutes. En scguida so

£11tré v se lawvd wn VOO CUH dyua destriada rria v una

- Gltimavez con NaHCOB'O.lM.'
Para el acoplamiento del antigeno se separd cl gal e -~
la sepharosa aetivada por filtracidn y c¢ afadid un volinen

igual de solucifn amortiguadora de carbonates-bicarbonatos -

0.1M pH- 8,3 NaCll 0.0M que contenia de 5 a 10 mg de protaina

a fijar por wvada ml de gel. En seguida se mezcld pox inv
si6n durante 2 hr a temperatura ambiente, siendeo importante

mencionar que nunca se debe de usar barra magné&tica para las
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- ‘agitaciones, ya due se pueden romper las csiferas de la sepha-
brosa qB. El exceso deo ligando se lavd con ¢l tampdn de acoplé
‘miento y se blogquearon los grupos actives con amortiguador . de
TRIS-HCL 0,1IM pH 8.0 durante 2 horas a temperatura ambiente.
Este preparado se £iltrd vy lavé con la solucibn amortiguadora
de fijacifn, en seguida con una <de acetatos 0.1M NaCl 0.5M -
y finalmente con Ja solucitn amortiguadora de fijacifn deo car
bonatos-bicarbonatos (45).

Para deteormina

1n santidad Gptima de protoina gua e {i
jaba al adsorbente, se¢ hiciorsn ensayos piloto usande alicuo-
tas de sepharosa 4B-activada con cantidades variables del an-
t£§eno (18) .

Para lograr los obietivos de purificacidn del FR por el
mEtodo II, fue necesario preparar una columna de exclusidn -~
por peso malécular; y per ello se seleceiond el uso de sepha
dex G-200 {(Pharmacia Fine Chemicals}, tomando-en cuenta los
1fmites de excluaidn gque nos permiten separar con mayor efi-
ciencia las inmunouglebulinas séricas.y de &stas la IgM, qué

es a la clase gue corresponde el FR.

5.2.6, Preparacidn del Sephadex G-200

Para.la preparacidn del gel s¢ pesaron-3g de scephadex —:.- -

"G-200 (Pharmacia Fine Chemicals), v se le adadicron 200 ml -
de soiﬁcidn amortiguadora de filtracién de acetatos, 0.1M =
pH 5; se agit&_suavemente con una Garilla de vidrio Y sé de-
j6 reposar durante treinta. minutos en un bafio ‘de .agua hir -

viente por 2 horas. -




Para llevay a <dbo una roconstitucion correcta del gel, -

. 8e decantd y soe volvid a reemplazar la soluclfn amortiguadoca,

- pero en esta ocasidén a temperatura ambiente. Posteriormente -
se¢ climing él Aaire prascnte an el gel mediante la aplicacidn
de vacfo y una vez que el preparado gstuvo perfoctamente dea=
creado se vertid dentro de una columna de vidrio de 70 com ce -
larxgo por 2 cm de difmetro interno. 1L vaciado en weste conte-—

nedor se hizo de un salo pase para evitar pousibl cstratifi-

caciones o feormacidén de burbujas. Finalmente se deid correr -

la solucitin amorulguaadoers {scolateos 0,1 it 5Y has

abtenar

un flujo constante (45).
5.4.7. Desarrollc Prictico de cada una d2 los métodos
para la purificacidn del Factor Rewratoide
METCDO T

¥n esta tdenica se partid de 3 ml e suero por pac

fonte,
y. se prosiguld de la siguient manera. La columna de arinidad

para FR se lavs perfectamente con PBS hasta que se ragistrd -
una lectura de ceros a 280 nm cn luz U.V. En scquida se wolo-
caron 3.-ml de suero sobre la columna dejandeolos recircular —-
du;ante 30 minutos a temperaltura ambientc para posteriormente
‘dejarlos incubar durante 21 hr 2 4°C (4R 4RY,

: Désbuéé dr este paso, se lavs la columna cn forma exhaué
*eiva con fns'(aproximadamente 156 ml), hasta gue no e regise
trara la presehcin de protefnas a 280 nm cn U.V.

La separacidn del anticuerpo adsorbido se realizé con . una

“solucisn de glicina-HCL 0.2M pil 2.8.

- 28 =



La separacidn del anticuerpo adsorbido se reald
una salucién de glicina~-HC) 0.2 pH 2.8,

Al colactar las f{racciones (2ml c/u), s rucxbxwruh ué—
bre 100 1 de TRIS 0.2M pH B.8.

Finalmente: s noutraliz® ia oolumnua con PES vy se signid

PRYEE N

stefn

tavandn hasta un nn se doractaran

La concentracidn de proteinas de las [racoiones ruéuicg

tadas se leyeren a 280 nm cn ULV., reuniandn lag gue conte =
nfan el pice de ©lusidn, para dializorlas despuds, durantes -

48 horas en contra de PBS. La concentracidn de estas mucestras

g realizd con membranass da Amacdn de 390 Q00

lav, pars llevar a un volwnen final de 3 ml. Con el objeto e
probar la especificidad de la columnae se recirculd el sucro -
de cuatro sujetos sanos, obscrvandas que no habfs captura de -
anticuerpos,

METODO 11

En esto técnica se partié de 10 ml de suereo por pacienta
¥y se prosiguid . de la siguiente manera: Inicialmente se preci-
pita;on las globulinas totales con SAS al 40%, concentracidn

guc fué sclecclunada cuil Labe d estudios previos de puririca-

aon 3 -

[+ ]

i6n del FR(40;48). E1 precipitado £inal so diali
diferentes cambioes; el primero contra agua destilada; el so-
ghﬁdo en PBS y el tercero en wvontra de solucidn amortiguado=-
ra de acetatos pH 5. Estas gamaglobulinas precipitadas fue -
ron separadas en un-segundo paso en una columra de sephadesx

G-260. -



nestzas o eastudiar en la columna de -

Lo adividn de 1
.peso molecular se hizo uuﬁ mucho curdado para o renover s la -
suparficia vy evitar interfoerir on Ia olucidn de las inmunoq\g
bulinas a lo large del corcimivnto. La recoleccidn de fraccic

nes s¢ inicid con un veluwmen de 3 oml Cada una, S0LKO Uha Dase

de TRIS D.1M pH 8.8 . Con este méttodo Se roooléectaron 700 «=

andgs eh o butal, las saales Fanran 1aTdas a 20 pmosen Tas

frace

U.V, Al final las fracciones cerrespondiantays al primer piloo

de e¢lusi16n representaron la igM sin actividad de FR, asi como

tambiln al FR de la cla TaM (45) .

En un seqgundo pasa se deberla adsorbker el dializade por

la columna do afinidad PR, con la finalidoad de separar -

¢l FE de la clase M de la TgM no PR (48)., Sin embargo, debido
a gque la rescolucidn on la separacifin de las globulinas tura -
les por la columna do sephadex G-200, fue muy pobre entoncoes

se descarté on lo subsecusnte este mitodo parda la puriilca =~

cibn del FR.

METODO I11
En este mtodo se poartid de 10 ml de suero per cada pa -
clente y se presiquid de la siguicente manera; se preclpitaron

las gamayluobul tinus Luluive Jo wada mudabsra zon

de la manera drscrita. Al obtener el filtimo precipitadc este
fue resuspendido en 5 ml de PBS, y en seguida se adsorbis por
una columna de afinidad con sepharosa 48 1a cual ténfa acopla
da proteina A de §._aureus (Sigma Co.J). El procvedimiente por

el cual se hizo la adsorcidn por estd columhae [ue similas al

empleado en la columna de afinidad para PR,

- 3p ~




Este proccdimienho s realizd con el ebjoto de separar
el FR de la clase JgG del FR de la clase IgM de una manéra
m".'xs_ répida y eficaz (40,48), ya quo <l primer anticuerpo . se
captur directamente con la protefins A y el FR de la clase
IgM #e obtuveo en la poreibn ffue ho se £i35 & la ¢olumnas

Ea idwentificacién y caracterizacifn dal FR obteaido por
los diferentes métpdos, se realizf mediante una prueba de -
Quchterlony vy una electroforesis on gel de poliacrilamida
al 10% en presengia de SDS, la cval va ha side prcviamentc.~
descrita con detalle. En este estudio se corricron en forma
andloga 4 proteinas puras de peso molecular conecidc que se
emplearon ‘como marcadores de peso. Estas referencias y los
FR estudiados fueron tei . dos con azul de Coomassie al mismo

tiempo. Las protefnas puras que sce emplearcon fueron las si-

guientes:

PROTELNA PES(O MOLECULAR Kd
Lactoalbtmina 20 000
'Albﬁmina de huevo o o 13 006
. Albfimina bovina . 67 000
Fructuosa 6 P cinasa 94 000

Para obtener el valor de Rf de cada uno de los experi -
mentos, se midid la distancia del recorrido de cada uno do -
los'gelés tenidoes, asf como la distancia del recorrido de ~-
iés marcadores y, estos resultados se graficaron contra el. -

logaritmo del peso molecular conocido.



D esta forma se obtuve ¢l valor Jde BY aplicando la fore-

mulas

istancia vocerrida por la protefna pura
Rf =

D
Distancia total rec

rrida

La grifica linearizada que so obtuvo paca los marcadoreyg
mencionados es la gque se awestra en la fi19. 2.

Para cobtener el peso molecular de cada una de las bandas
vprohlema, correspondiente a cada uno de loas PR purifieades, -
se galculs el valor del Rt y se interpold en la grdfica corres

pondiente.
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PARTE I1I

s2. 80 beteccidn del FR purificado poy o Mivedo e BLRISA

w

Para detectar ol PR purlficade que se ebtuve "a partis de

los miteden descritos se empled ol mdtodo de ELISA de  acuardo

a.los sigulentes pason:

7 Lo concentracidn de protefnas de cada muestia pus.'tfdmn
de FR, previamente se ajustd a una concentirawcisfn de o Myl -
usaide oi métedo de Lowry (ver anexel.

Para sengibilizar las placas de poliestirens (Nuno-intoers
med U.5.7), so adicionaron 10041 de TgG numane agregada por
calor, a una gongentracidn de 60 Ag/ml en solucidn amortigua
dora cd cnrboﬁntcs 0.05M pi 9.6 y su ineuwbaron durante 24 ho -
“ras a 4°C {38). A continudcidn se lavaron las placas 5 veces -
con 2004/ 1 Ge PBE-iwaen 40 (Sigma Co.) al 0.05% y se proccediG
a bloguear los sitios de unidén con 10041 de PBS-Iween 20 cop
teniendo albumina bovina (Sigma Co.} a una concentracicn de -~
10 mg/ml durante 2 hr a 37°C 6 24 hr a 4°C. Las placas sc la—
varon nuevamente con PBS~Tween 20 al 0.05% v se eolocaron - -
lbOJ?i de cada muestra problema- a 1o eancontraciln ajuosiado -
dé GJTQ/ml, diluidas eon PBS<Tween ¥y se incubaron Aurante 1‘h3
‘'ra a 37°C. Er scguida, se lavaron S veaes mis vy Se udtxinnﬂrun:
100}71 de anti-IgM humanns marcada con peroxidasa a nwpa dilu -
‘eifn de 1:1000 (Sigma Co.), que fuc la dilucién seleccionada

ta inculiacion se realizé

como la Sptima parda esta ensayos.

"'durante 1 hr a 37°C, Por filtima vez s¢ lavavon las placas 'y
se les adicionaron 100 /) del sustrato para peroxidasa; con=
aistente en 4 mg de orto-fenilendiaming {OFD) con Sj(l de
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peré6xido de hidrogéno en 10 ml de solucisn amortiguadora - =
de .citratos-fosfatos 0.1M pil 5. La reaccifn enzimitica se de
£uvo a los 10 minutos con la adicidn de 5041 de li,580, 2.5 M
y el desarrollo de color se registrd a 490 nm en un lector de
" placas de BELISA (Dynatech).
A cada uno de los purificados se las'realizs las prugbas
‘dg l&tex y nefelometrfa (NF) para FR con el objeto de hacer -
una comparacisdn de cestos métodos.
5.2.9. Método de ELISA para cuantificar la cantidad de
IgM presente en cada uno de los purificados
Para establecer la concentracién total de IgM cen las ~--
.mﬁestras estudiadas se establecis un método de ELISA, siguien
do los siguientes pasos:
Se .zensibilizaron placas d¢ poliestireno (Nunc-Ii termed-
u. S A ) con 1004 1 de las muestras a estudiar a una concentra
cisn Eija de 6;?9/m1 (cuantificadas por el m&todo de Lowry},=-
en EOlULlﬁn amorciguadora de carbonatos 0.05M pH 9.6 durante
24 horas a 4°C. Despu&s se lavaron las placaa 5§ veces con - -

V,Zdnjyl de pBS-Tween al 0.05% y se bloguearon con 100 41 de. -~ e

Pbs-Tween conteniendo. albGmina bovina a una concentracifn de
10 mg/ml, durante 2 hr é 37°C o 24 hr a 4°C. Las placas se -~
lavaron igu&l que en el paso anterior y se colocaron 100}71 de
’,aﬁti-IgM humana marcada con peroxidasa a una diluci®n de ~ - -
1:1000 {Sigma Co.) en PBS~Tween durante 1 hr a 37°C. Posteriég
mente se lavaron estas placas 5 veces y la reaccién. antfigeno -~
anticuerpo se revelsd con 4 mg de OFD y 5/(1 de peréxido de hi-

- drogéno en. 10 ml de solucién amortiguadora de citratos-fosfatos

0.1 M pH 5.



La reaceidn enzimdtica se detuvo a los 3 minutes con --
S0OH 1 de 1,50, 2.5M y se realizd la lectura de ELISA a- 490 nm.

Como estSndar se incluy6 una IgM humana semipurificada =
de concentracién conocida, usando diferentes diluciones para-
éstableéar una curva de D.O. contra concentracién.

Para corroborar la especificidad del ensayo de deteccidn
de. ¥R se disefid un ELISA control que se realiz& de la siguien
te manera:

Las placas de poliestireno (Nunc-Intermed U.S.A.), se ~-
sensibilizaron con 100 {1 de extracto de M. tuberculgsis (do-
nado por el departamentc de Microbiologfa-INER), a una concen
tracién de lDtl{q/ml en solucifn amortiguadora de carbonatas -~
0.05M pHH 9.6 durante 24 hx a 4°C. {S51). Posteriormante sea la -
varon las placas 5 veces con 200 J/1 de PBS-Tween 20 al 0.05%,
para en seguida bloguearlas con 100 41 de PliS-Tween albGmina
bovina a una concentracidn de 10 mg/ml durante 2 hr a 37°C o
por espacio de 24 hr a 4°C. Las placas se¢ lavaran nuevamente
de la misma manera y se le adicionaron 100 J{1 de los FR pu-
rificados a una concentraciln de 6 ffg/ml d¢dejdindolos incubar
durante 1 hr a 37°C. En seyuida la placa se lav6 o veces mds
y.se lcubavon 1001{1 de anti-IgM humana marcada con peraxida-
sa (Sigma Co.) ‘a una diluciﬁn de 1:1000 durante 1 hr a 37°C.

Finalmente las placas se¢ lavaron por filtima vez y se -
les adiciond el revelador de la enzima, consistente en 4 my

_ de oto-fenilendiamina {OFD) con 5,[(1 de perSxido de hidrogé
no en 10 ml de solucidn amortiguadora de citratos—fosfatos

0.1M pH 5.
~ 36 -



La reaccifn ge detuvo a los 15 minutos con S041 do ~-

H, 80,°2.5 M y la lectura se realizd a 490 nm.
En los 2 m€todos de ELISA anteriormente descxitos , se

cestuvo trabajando en forma analoga ¢on 4 sueros de sujetos
sanos, asi como con una IgM normal: semipnrificada que fun -
glan come nuestros controles negalivos. La dilucifn de "los
sueros normales para diches ensayos fue de 1:250 y lu IgM

semipurificada se ajustd a.una concentracidn de 6 g/ml.
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6.6 RESULTADOGS

-6,1 Identificiacidn y Caractey

acifn de las 1a6
Una vez obtenida la 1gG de conejo y humana se veallzaron

prvibas de Ouchterlony con los antisueros rvespectivos, obte -

Vnicndo una sola banda de precipitacidén, despuds del lavado --
‘con citrato - de sodic 0.17 M, gue elimind lasz bandas de preci-
pitacién inespecifica. Ademis la caracterizacidn de la mues -
tra purificada de TaG de coneijo que se empled para preparar -
la eolumna de afinidad para capturar FR, s realizt por elec-
Eroforesis y sus resultados se muestran en la £ig. 3; En esta
imdgen se encuentra tambidn e) patrdn de courimiento clectro~-
forftico de la IgG humana purificada que s¢ empled en 2l md& -
todo de ELISA.

Como podemos apredlar tanto la IgG de conejo come homana,

tuvisron 2 Landas de corrimie

to correspondientes a las cade -
nas ligeras y pesadas de estas inmunoglobulinas.

6.2 Purificacifn del Factor Reumatoide

Los procedinientos de aislamiento del FR fueron realiza -
dos en L diferentes nmuestras de suero denominadas en los subsg
. cuente- come sueros prototipos. con el objaeto de seleccionar- el
método Sptimo de purificacifén de este autoanticuerpo, '

En general por los 3 métodes {I,1T y IIl), se obtuvieron
resultados similares en cuanto a la actividad del FR, pexo ca=~
'da uno diferfa en ¢uanto a su facilidad Lécniéa, grado de pure
7a y rendimiento.

La columna de afinidad para FR en el método I operaba co-

mo le muestra la £ig.4. El pice de mayor absorbancia que apa -
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recid. entre las fracciones ¢ 2 # es el que nos indicS 1z HIrg
sencla del FR capturado en cada una de las muestiras prototipo.

El comportamiento de cada enasaye fue ligeramente. direreps
te depondiendo de la concentracidn del FR en -la muestry origi-
nﬁl, que varié entre 1 a 2 mg/ml por muestra purificeds, deteg
tada por ¢l método de Lowry,

La primora fase de identiticacidn de estos purificados se
realizd con una prucba ds Cucliterlony, empleando como antisue-~
ros uha anti~7gM humana (Sigma Co.) y una anti-TaG humana (S5ig
ma Co.}.

El corrimiento. electroforitico de los FR protoiipo qhe Se2
obtuvieron en cada muestrxra, una vez que fueron adsorbides por
5

la columpa de afinidad, se aprecia en la fig. 5.

En el mdtodo 11, se obtuvd una gréifica de menor defini --

cifin gque en el métods 1, parsa cada una de lag muestras proto-
‘tipo uno de cuyos ejemplos ge sefala en la fig. 6. La tenden-
cia fue la mi;ma pora todas las muestras prototipo y como po-
demog aproeciar 5¢ obtuvicron diterentes pilecs tal y Some se ~
espera en una cromavografia de peso molecular. Ademds la c;n-
contracidn de proteinas fue mucho menor al obtenido por ©l —-
método I. ‘ )

El corrimienﬁo electroforético dél FR gue se obtuve al =
final de este método se¢ muestra en la fig. 7, destacando en -
ella una gran diversidad d= bandas, debidas o gus desde gl -

inicio no s¢ obtuvo una buena raesclucidn en los picos del ~-

eluado por la columna Je sephadex G-200.
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Ansorbancia, a 280 nm {U.V.)

Suero FR { + )

- = e SUeto normal .

- =T T T T TN o

- —

) 1 i 1 { {
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Ao fraccifn

~Flg. 4 Comportamicuto grifics 3zl PR, sobr

la columna de alinidad sepharosa 4B,
A) Fracciones recelectadas (FR-tobkal)
para aelectroforesis.,
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~ 67 00D
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Fig. S5 A) Corrimiento electroforetico del FR capturado

cn las muestras do sucro prototipo, por el
método I de purificacifn, B) Marcadores de
P.M., conceido.
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€9 000"

.67 voo
TTalb, bovina

56000 7

__43 000
alb., de
huevo

.30 000
anhidrasa

) 29 000 carbénica

Piq. T.M Corrimiento electroforetico del primer pico
de. ¢lucidn, ohtenido de lag muestras probn-
tipo para purificar el FR clas¢ M por columna
" "de sephadex G=-200 {método II}. n)Murcadaras o
‘'de’ P.M, conocido.
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Ta falua do pure

Tanto por ¢l balo rendimicito. Comy b

wa da este FRodescartamos edste motode do o podfieacidn, on los
exporimontos subseoucnton.

Cun ¢l mérodo 111 ¢l tipo o ar&fica poprosentotiva quee
g obtuva con lag muestras prototipo adusorbidas par la on ----

tumna de protefna A {Sigma Co,) acoplada a sepharosa dH, noe -

mueatra ea la fig.e 8 Joebdetdo bevsy Bolar gue agqud el poco

de mayor ahsorbancia pes maren la prasencia de Fit de la ola

s lourd captuvar corrd

g6, mientras que la fraceidn que no
pondi& al FE de la clase TgM. Un ejomplo de los rosultados de

1la electvolorasias parva la caractoriczacién dnl PROde 1a clane

TgM ae eoncuentra en la fig. 9, dondo o cvidencfa claramente

un buen grado de parificacidn, ya que afla hay 2 bandas oo -
rrespondientoeg, segin los marveadoires de poso welecular, a lag

cadenaus pesadas y ligeras de eata inmunoglobulina.

6.3 Eficioneia do loa Diferentos MEtodos

de Purificacién.

AL comparar le concentracidn de protofnan totales comd -
un parfictro de la eficlancia de la purificanifn para cada =~
una de las fraccionca obtenidas al. final de los wmétodos [ vy -
IiT \‘“m fusren 1os més fitiles, se obtuvieron los nanultz;tlos -
'_quc so muastran en 1a ﬂahlu aum. 1 o Lo Ccilras dadas an esta
tabla estfn dadas para un voluman final de 3 ml para cada una
de las muentran ¥ revela una mayor capacidad para obtener FR,

‘al emplear la columna de afinidad deirectamente (método I).
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Fig. .9 Corrimiento. electroforetico de los. FR.¢lase .

- .- 'IgM, purificados por el m&todo III en el ‘cual™’ "
se emplearon 2.columnas de afinidad. B) Mar- .
cadores de P.M.
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Una wvay obtuenidos los purificados dal FR oo procdedid o
realizar su determinacidbn mediante los difsrxentes métodon - -
ctorio ciivico, eomo lo os ol de sglutina-

accesibles al lab
©ibn eon pavticuelas de 144cex ¢ nefelomzevia (NF), para poste=
wbvenidos on el

sy

P

T riormente hBAacer una comparacitn oon fon
ELISA astandarizado.

En la tabla 2, so muestrcan los resultodos de la di-teccifn

del FR por las 3 diferentes métodos enmpleados a las nuestras

prototipo sbrenidas por los mftedos I y [II; apreciando gue -

sola dieron lecturas. peositivas por ldtex y NF las swestras del
wétodn I, gue fuenron las gue contenfan una mayor concentracidn
de proteinas y eran accesibles de estudiarlas per escas t&c~-—

nicas.
De los datos obtenidos en la tabla 2, se deriva claramente

que los rasultados obtenidos por ELISA, fuercon mayores en las -

muestras parificadas por ol metodo I, que como mencinnamosn_- -
Eué eL que dio una maynr c{i;ienc;a para su purificacibn.
Ademis de 105 sucrosgb%oéotipos, estudiamos‘ﬁ muestras -
;aﬁicionales, que fueron(;;rificadas por el mStodo I, una vez -
que fue seleccionade comaﬁgl més ﬂtil; A estas muestras también
’EE les detexmind FR porx neg{lometrxa {NF), aglutinacién con -
latex y BLISA. Los rvsultado;‘cprreﬁ;ondientcs se muestran en
ia tabla 3. De esta manera se Qﬁsérva gue existid una relacién
entre la positividad de los diferentes ensayos y en alujgunos -

casos donde la prueba de l3tex tuvo una. pobre sensibilidad, el

FR fue positivo por NF y ELISA.

- .48 =



“DABLA I = CONCENTRACION DE PROTEINAS .TOTALES PARA

CADA UNA DE LAS FRACCIUNES AISLADAS

Muestra® MEtodo IP nétode 111°

concentracidn

1 1.92
2 1.44
3 2.83
4 1.32
5 1.06

1.2

0.28

1.10
.94

N.76

.a.~ Fraceibfn de FR airclade o padlic de sueros

“.de pacientes.con AR.

L.~ Empleo de una sola columna de afinidad

roaa 4H—IgG_de‘conejo).

(§ephﬁ-

-¢ = Empleo de 2 columnas de afinidad, la del método‘

I y ademids sepharosa 4B-protefina A.

d - Valores dados en mg/mi
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Tabla 2: ~ Detorminaclién ae la-eficitheia do los mdtodos S purd

Ficacitn (1 y 111}, detectande 1 FkR pur Jdiferentes

WELodos.

METODO I11

METODO I
i L L LR R > * A AW w
Mta. R FR 1gM FR PR R OIgH F1e
{latex) {NF U.L,.} (ELISA (l8tex; (NF U.X.} {EL1SA
DO} D.0.}

1 positivo 538 0,92 neg. ney. 0.7¢6
2 negativo 841 1.0 neg. ned. 0,78
3 negativo 404 0.88 neg, ney. 0,66
4 negativo 201 0.72 neq. TGy o 0.64
5 pasitive 733 0.98 nag. neg. a,72

* Praceibn-de FR aislada a pargir de los pusros prototipo

1 de la fraceidn sin

** L3 deteccidn se realizd con 10
diluir.
T x4 La deteceidn se realizd ajustando cada una de las Eracbig_

neg. de 60 g/ml.




“TABLA 3

Determinacitn de FR @ las fracciones purifi-

cadas en forma adicional, por el mEtodo L.
- Ll T LR R4
Muestra FR (latex} FR (NF} FR (ELISA])
clase M
u.x, D.O.
6 pesitivo insuf. 0.86
7 negativo 231 0.91
<] negative 138 0.85
9 negativo insuf. ‘ 0.70
10 negative 75 o.ce
1L _positivo - 251 0.90
* Praccifn de Fr aislada a partir de los sucros adi-

Ak
“xw

cionales, una vez que se gelecciond el métode I,
coma el Gptimo para nuestros. objetivos.-

La- deteccidn se realizé con 104 1 de la fraccibn.
La deteccidn se realiz6 ajustando cada una de las. .
fracciones a una concentracisn de leg/ml .




Como un contral de lus onsayos e incluyoeron 4 sueras -

de sujetos sanos en Yorma paralela, los cuales fueron negati
vog en la prucha de FR por 1ftex y NF, Hstos 4 sueros y Yo -

IgM normal semipurificads fucren los guo. fungioron como nuc

Jtrbs controles negativos, on lous ensayos e ELUSA.

' Los resultados de ELISA de los sucros positivas vy lus -
controles se aprecion on Ia tabla 4. Estos datos hacen clara
uﬁa aifcrcncia cntre ambes tipoes de nuasbras oon wna lectura
menor de 0.12 de D.O. ¢n log sueros negatives ¥ superior a -

0.60 de D.0. en los suervs positives. Las

T

0.20 de D.0. coincide con los criterios de pruebas negativas
por ELISA on otrou sistemas de antigenc—ahticuguﬁu 42,50y

El ELISA CONTROL rralisado on el total de las muestras -
apoya 21 hecho de que el IR detectado (anticuerpo}), sce unia ~
de . forma especifica a el antigeno sensibilizado {IgG homana -
agregada) , ya que cuande las placas fuoren sensibiliradasg con
un ancigeno diferente (extracto de M. tubercevlosis), las mues
tras de FR no reaccionaron, bhaciende evidente por las D.O. --
‘obtonidas (menores de 0.10) on todos los casos.

Un 4ltimo paramétro determinado por ELISA fue la concen-
ftrncién Jdu'  Ig¥ 4ntal prasente en cada muestra, usando CoOmO. -e
q;gﬁﬁdnr una TgM semipucificada de congentracidn cnnoéida.

La curva’linearizada para las D.0O. obtenidas on las dl -
,\fctentea diluciones de este estinday se presenta en la £ig. -
10. La iuterpolacitn de las D.Q. con la ceoncentracidn conoci-
da he‘LgM nos pérmitis determinar la concentraci®n de. IgM. en

cada una de las muestras problema con FR positivo.
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TUTABLAL4 - Reéthados dglobales. de los ensayos evaluados en los sueros originales
en las fracciones de FR aisladas por el M8todo I de purificacifin,

Titulo de FR por Pruepba de litex NF a la frac— FR clasze ™
Muostra litex {suero orji a la fraceibn ci6n purifica a la fraccion .
N , ginal) purificada da. {U.I.} purificada
(D.O.)..
1 1:640 positivo 538 0.92
2 1:1280 positivoe 1.0
3 1:640 negativo 404 0.88
4 1:320 negativo 201 0.72
s 1:1280 positivo 733 0.98
<y 6 1:640 positiva * 0.86
o 7 1:640 negativo 231 9.91
] 8 i:1280 negativo i3s3 0.85
9 1:640 negativo * a8.70
10 1:640 negativo g 75 ) 0,59 ;
11 1:2560 positivo 251 0.50
12 negativo negativs* negativs‘ 0.20
13 negativo neqativo. negativ;' 0.14
14 negativo neqativa‘ noqutivs‘ 0.12
15 negativo negativsﬂ negativs' Q.13

nsuliciente

 Las muestras del 1 a 19 corresponden a pacientes con AR
- Las muestras del 12 a 14 corresponden a sujctos Sanos

4* muestra original
““La miestra’ 15 ipertenece a la IgM humana semipurificada . LT




TABLA § Determinacidn de IgM por ELISA en los FR
aislados por o)l M&todo 1 do purificacibn.

Muestra 0.0, MHuimd
IgM total
1 1,63 7.47
2 0.80 s.s6
3 0.95 §.79
4 0.88 6.15
5 1.12 g, 25
.6 1.02 7.39
7 ) 1.2 8.93
ak' 101 8.0
9 G.93 6.53-
10 0.25 6.79
il 0.99 7.13

‘* FR aislado a partir de sueros de pacient

AR,

54
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D.0. a - 490 nm.

5 . .10 15 [1gM] Jo/mL

. Fig. 10 Curva linearizada para.cuantificacién de

cantldad de IgM: total presentc en cada
nuessra (1. ~6.90). . o
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7.0 b1 scCcyus 1 OoHnN
 Hl>FR fue identificade eriginalmanto per Cecil, Hichols
'y,Ehainsby en 1931, en forma incidental al enpcontrar gue suag-
ros . de pacientes con AR, tenfan tftulos oltos oen la prueba de

ita descripeidn -

aglutinacitn para cstreptocoee (33). Desde ¢
‘. su-deteccidén se ha basado principalinente en pruckas du:uglu -
'tinacién, empleande como elementos blance a eritrocitoa de —-—
carnere seasiblilicados Cua hemelisanag d(-:nunun;lun tamtien .~ -
prugba de Waaler Rosae, o tamblien partfculas de ldtex y bento-
niLa (54), que son técnicas que detectan principalmente el FR

de - la clase TgM. Con ecstos miétodos se relaciond al FR gomo -=

una prueba particularmente positiva en Lo AR {53,55), p
través de su estudio se logrd ostablecer que también se en -
cuentra presente en an gran atmero de padecimicntuos loallama-
torios crénices o autoinmunes como <)l Lupus LEritematosoc Geng

-ralizado, el Sindrome de SjiSgran, y la macroglubulinemia. de

Waldestrom, c¢n las que los tItulos do es autoanticuerpo son
comparables a los da la AR.

Gtras enfermcdades en las gue los tftulos del FR son ba-
—:jaa incluyen a la leigsmaniasis, sarceldusis, sifilias.y néﬁmo—
nitis por hipersensibilidad (16). Adcemis este autcaﬁticuerpo
es también positivo en individuos sanos, eupocia{munté de - =

edad avanzada ( mayores de 50 ahos ).

: un descubrimiento relevante fue que el FR podria sor --
tbhpiﬁn de la clase IgG (54). y se logrb gracias a las modi-
. ficaciones en los m&todos de deteccidn como fueron el empleo
de un sustrato heterGlevgo, ¥ el empleo de anti-Fi{ab)}® mgrcado

- 56 =




con algun tipo de enzima como lo es la paroxidasa y oen segai-
da poderlo emplear en muestras previamenti tratadas oon piped
ﬁa-id,ﬁ). Esto permitié extendor ol cotudio del FRoonoontran-
dose p&sitivo en otras enfermedades como la vasculitis, la -

aull e algunos casos on los que

Artritis Reumatoide e 5

praviamente se domostrsS zolo FR de 1a clase IgM (14). En estu
dios recientes ge ban detectado también FR de las clasos IyA
e IgE {6,551, y aun ol denominado FR cculto 78 IgG o 19y fam
{86}, Para eclle fue necesario gontar oon métodos de purirfica=
citn del FR, asi como con ensayos de deteccidn con una mayor

sensibilidad ¥ aspuciticidad comn la inmusofluorcacencla Lndi‘

recta (57}, la prucha bemolitica (58); el RIA y el ELISA oentre

otros (6,59).

El acceso ol FR purificado ha permitido tambien conccer -

alqunas caracterlisticas fisicoquimicas, como su afinidad a el

antigeno original, su posibilidad de vearcifin Crutada con otros.
epftopes, 'y lograr tambien su clasiflcacién en cuanto al ia&;&i
po que corresponde (5,33). Adicionalmente hay estudios recien;

. tes en los gue mediante el eupleo de FR puro sc¢ puede lograr -

identificar sus idiotipos, idiotopos y los paratopos, congti

tuyende una forma -traseendental para definir so origen a nivel
de las linecas germinales que dan origen a ustds autcvanticuer -
pos (39).

otros trabajos en los que se. combina la obtencidn de FR =~
purc y =1 desarrollo de métodos sensibles y espacificos de de-
teccifn han permitido establecer que en su produccign partici-

pan alteraciones en la regulacién inmune como la disminuci6n -
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‘dela funcldn suproesord, la activacian de clonas de oflulas. B

con o1 fenotipo CD%, CODIL vy CL2y t34,60,61),

Estos mismes méredous han permitico analizer la influen -~
cia de activadores policlaonaleva gae puadhn incrementar la pro
duceisn del FR como lc as ¢l virus Epsteis Barr, o) sicoplus~
ma y otraos pruductos Lacterianos como poptido-glucancs y Lipo

polisaclridos (62,63).

Jlementaron tras métodos

En este trabajo de toois se

de purificecibn para FR, gque de acucrdo a dates previes de la~

literaturs se fupdamentian on el conwcimiento de sus caracte -

ristices {isicoquimicas y su afinidad por el antigeno en la -

parcién Fe de la inmunoglobulina 1gG homblega o heterdloga (53).
Tanto en ¢l método I comoe en ol mitodo ILD, empleamos <o-

iumnas de afinidad para purificar el FR {(fig. 1}, mientras gue

paca wl mdtodo LY, usamos una celwmna de exclusiln por pase -

molécular {sephadex G-=200). Sin cmbargo como las fracciones -

obtenidas -en ecste intento de aislamiento no contaron con unad

nureza importante al estudlarlas por ciectroforesis (fig. 7}

ge descartd tal mdtodo. Una posible explicacidn que dnetifi

ca este hechn fuc tal vez a gue en lag wuestras de suero de -

T FR positive existe un 2ito contenido de complejos inmuncs gue

forman Sgregados y pueden de tal modo modificar el patrén 'de
sepéraciﬁn por la columna, pcr lo cual se tratd de evitar -~-
‘cmp]eanda un tampon decide {ar-=tatos pH 5), para aqua oo incrgv
mcngaran 1as cargas positiva; de la IgG y asi aumentar las. -
fuerzas repulsivas entre esta molScula y el FR (45}, bero -

con todo y esto leos resultades no fuecron satisfactorios.




Las ventajas del méetodo I, fuaron el use de un mencr vo-
lumen de suere’' y su empleo sobre 1n aolumea en forma directa
que reduce 21 tiempo de purificacidn. Tambidn se loyrd la =~
obtencidn de una mayor concentracidn de FR ep cuanto a la --
concenyracifn de protefnas totales {tabla 1). No obstante. -
coﬁ c;te procedimiento no fue posible separar las subclases
IgG o IgM existontes en cada una de las maestras originzles.

El m&todo IlT tuvo la ventaja de que se obtuvo al PR con
un alto grado de pureza en la prueba de elecirotforesis (f;g g
9}, demostrando la separacidn del PR de Ia clase IgM del IyG,
Al emplear la columna de afinidad con protefina A, una vezr quc
se habfa capturado este autoanticuerpo en la columna con IgG
de conejo. Ademds la precipitacidn inicial de gamaglobulinas,
facilitd 15 eliminacidén de protelnas contaminantes.

Las finicas desventajas de este mEtodo fueron Que se ro-
querfa de un mayor volumen del suero original, up mayor tieg.
po en la purificaci6n del FR pars cada uno de los pasos y gue
la eficiencia en la adsorcién del FR sobre la columna fue 1li-
geramente menor que en el método I. Esto puede explicarse en
base a el nGmero de pascs implicado en cade uno de Llus wdlu-
Bo# v a el usoVAE dos cblumnas ae afinidad para un gﬁlorméto;f
do, . haciendo que el contenido inicial de FR en la muestra ori
‘ginal descendiexa por desnaturalizacidn a el tratamiento con
la solucién &cida de elucién (glicina HCL piH 2.8), ademis de
éue uné pegquefia cantidad de FR de hhja afinidad podria haber -

' "se’ perdido durante la precipitacitn heon sulfato_db amonio -
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casi como tambiaen la unidén a la coluwwna de 196 de conejo pudo
sef mener al resusponder ¢l FR en una scolucidn amortiguadora
&n vez do usar sucro total, como on el método 1 (6).
Una ves concluidos y cvaluados los mdtodos de purifica-
Sl . cibn bodemos sastener que efectivamento ebeavines FRoper los
5igui0ntcs.h¢chos: V
Solamente los sueres con FR y ne los controles, fueron -
1adsurbidos en la columna de atfinidad preparada con agreyados
de IgG de conejo (fig.4}.

El FR en el suero original y la fraccidn aislada fue po-
sitivo en al menos dus de las prucbas efectuadas para detcc -
tar este anticuerpo, .

En el sistema de ELISA ¢n el que se cempled un antfigeno -
no relacionade al FR como fue un extracto de M. tuberculosis:
"no se obtuvicron resultados positives  (para todas las mucstras
probadas 1la D.O. fue menor a 0.12); aunque este antigeno si -
funciont con sueres de pacientes con didgnestice de tuberculgp
sis {51}).

La electroforesis de protefnas de las FR puorificadoc ro-

© .velardn claramente - las- bandas correspondientes a’las cadenas’

pesadas’ y ligeras de IgM a la que corfesponde el FR.

Por lo gque sc refiere a la estandarizacidn del cnsayo --
de;ELISA, para la deteccién de los FR purificados, se sabe -
L que en la literatura ya existen varios reportes, pero con -

diversas modificaciones de acuerdo al objctivo principal gue

ol : se persiga, en nilestro caso solo detectamos el FR de la clase
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IgM; y es por esto que se emplearbn agregadeos doe IgG de conoes=

jo como antigono acoplado a la Fase s6lida, puesto -que . se ha

reportado guc esta ilnmuncglobulina, da una mayor susceptibi-

lidad que la 19G humana (6,48), especialmente un cuanto a lo

que se reficre al FR de la clase IgM, ademis se ha comproba-

.do que la lectura de fondo (background) por unitn inespeciff

ca del conjugado narcado {apli-IgH poroexidasal wes auchd moenuor

Todas las soluciones amortiguadoras, Goncantragicne
diluciones de las muestras y reactivos empleados, fuﬁron pra=
viamente establecidos ¢on diferentes ensayoes realizados, para
estandarizar dichas variables.

En este trabajo se prefirid expreosar los rasultados de -
ELISA para FR en D.0Q. y no en unidades de concentracidn, ya -
que por ana parte se regueria de un FR monoelonal de concen-
tracidr concocida para que los rusultadéﬁ fueran vilidos; pox
otro lado el objetive principal de este estudio fue lograc =
hacer una détcccién Y no cuantificacifn del FR en cads una de
Ja.-fracciones aisladas, con ia rinalidad de establecor ol ==

método &ptimo de purificacibn y asf omplear el cue mis nos -~

farorcerzea segqln lo que se reguiora en o cos estudios; son

veerros 10w principine oan los que noe basamoe nara e ceminage

gud el total de lds muestras e puriflecaran Ziicaméiite por =7

¢l métodn I y no con ol método III como s0 realizf para las
cineo primeras muestras, apoyandonos tambifn iy los resulta-—

dos obtenidos en la tabla num 1 que nos hace una comparacién

©.de resultados de ELISA para. las mismas muestras, pers conl«

diferentes mitodos de puriflcacidn; adends un csba isma
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tabla so¢ observae que tanto la téenica dis Litex come la doe WP
fue mis eficiente para lou purificades obtenideos por ol méro
do I. Esto se debio o una pérdida do la concentruascion de FR

en cada uno de les pasos realizados para ol mdtodo TIT, segfin

nos muestran las lecturas de protelnas totales poxr el mite -

do de Lowry, gue ya ha do diugcutido antariormente.

Las té@écnicas de NF y aglutinacidn con particulas de 1A4-
tex fueron tambien seleccionadas on e2ste btrabajo, ya gue es-—
tas miden principalmentce el FR de 1la clase IgM, y porgue eran
factibles de uzarlas como pardmetros de conparacién con el -
ELI5A, comprobando posteriovmente que nuestro ELISA fue de -
mdis alta sensibilidad gque las prucbas antoriormente sefiala-
Qas (tabia 2).

Ademds de los agregados de la IgG <de coneloe, fue nece

rio emplear. un antigeno no relacionado al FR, con el objeto -
de descartar la unidn inespecifica gue pudiera existir entre
el FR aislado y la placa de policstireno y confirmar alGn mis
la especificidad del ensayo. El antigeno cmpLeado fue un ex~
;xaﬁtd de M., tuberculesis, gue previamente ha side utjlizado‘
para estandarizar una prueba dec rfutina para la 2dterminacidn
de anticuerpos contra esta bacteria, on pacientes con didg -
nosticu de tuherculosis (51}, y debido a que las lecturas para
dicha prueba en todas las nuestras fueron menores a 0.20 de
77b.0;} so eongiderd qua el ensayo realizado ﬁara FR fue sufi-

Gientemente especsifico.




Tambildn podemos agveyar gue pora todos los ensayos de -
ELISA realizados, los valores obtenidos para ¢l total de lay
ﬁrﬁcbas realizadas ¢on los sueros de los sujetos normalesn y la
TgM normal humana semipuritficada {ueron menores de 0,20 Jdoe ~-
D-C. {takla 4).

Algunos de los puntos por lo que fue importante purifi-
car &l FR as! como loyrar la estandarizacidn del ELISA para
su detedcibn son:

Con el FR puro podremos producir anticuerpos antiidiovipo
de Eorma individual, ya sea policlonales o mcr‘.uclnnalés, gqun —
puedan reconocer el idiotipo tanto ¢r =1 propia anticuerpo, -
como £n las cGlulas B producéoras;do FR (33,64,65).

Se puede ampliar el método de ELISA, para establecer’ en-
séyos de inhibicifn que definan la afinidad del FR sobre ‘anti
genos propios o de reaccldén cruzada (heter&logos), dépendlendo
de la enfermedad de gue sc¢ trate (33,64 65).

Nos permitird indagar, si los nﬁtiauefpos producidos en
contra del FR (antiidiotipo), tienen proepisdades inmunoregula-—
doras, al usar el ELISA que evalda la interaccidn tridimensio
nal ¥ no solo bidimensional como es el caso de tdcenicas de -
reaccisn simple entre un antigene y un anticuerpo, como lo as
“la ipmunorransferencia (6u) .

Y finalmente otra- d¢ las rozones por ias que se fealleld -
este trabajo es que se podr8 detectar el FR y antiiaioé{pds'én
‘1fquidos corporales. o sobreﬁadantes de cultivo de cé&lulas mong
nucleares productoras de FR, donde la concéntracifn de este —

autoanticucrpo = es muy baja (67).
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8.0 CONCLUSTONES

réellbgrﬁ purificar FR total y FR de la clﬁéc TgM

aprovecﬁbndo la propiedad gque ticno de
la fraccidn cristalizable (Fc¢) de las IgG humana

y de conejo.

2.~ El m&todo de¢ ELISA estandarizado para detectar el
FR total. en los purificados de cada muestra, fue
satisfactorio, afin sin requerir de una separacisn

de las diferentes subclases de FR.

3.~ Mediante la metodologia propuesta, la purificacién
del FR de la clase IgM, permitird aislar los idio-
tipos de -cada muestra estudiada, para futuros estu

"\t dios"de- requlaci6n inmune.







METOD(‘)‘ GENERAL PARA CUANTIFLCACION ‘.
DE PROTEINAS
METODO DE LOWRY
“Este mitode se fundamenta en 2 reacciones

1.~ Interaccidn inicial de la pruﬁuina v los iones

Cuy‘ en medlio alcalis (en semelanza al mftodo
de Biuret).

2.- Una reduccifn de los 4cidous fosfctungstico y
fosfomolibdico a azul de molibdeno y azul de
tungsteno respectivamence, esta reduccidn se
ere 2 1a accién del complejo cut - proteina,
a la tiroxina vy el triptufino contenidos en -

las proteinas.

Sol. A - 50 ml de una solucidn de NazcoJ al 2% en
NaOH 0.1N, mis C.Eml de tArtrato de sodioc
al 2%, mis 0.5 ml de Cuso al 1ls.

_Sol.‘é = Reacrivo de Folin~Ciocalteus diluido 1:2

.1561. eitindar - BSA a concentracifn de 0.1 mg/ml.

k Seguir el proceszo descrits en el siquieﬁté cuadro.




Procedimiento a seguir para cuantificar protefnas por

el métdo de Lowry.

TURD : 1 2003 4 5 4.0 problema

BSA (0.1mg/ml}) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 = = s

dcq de prntcinn 0 20 a0 60 80 100 -~ -

agua dest. ml 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.00 - - -

s0l. problema - - - - - 1 ml de la
dilueidn

sol. A ml 3 3 3 3 3 3 3

AGITAR E INCUBAR DURANTE 106 MIN.
so0l, B ml 9.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

AGITAR E INCUBAR DE 30 A 180 MIN.

LEER a 500 nm




L= solucibn. Amortiguadara Fosfatos - Salina (VBS)

tpht 7.1 = 7.3; 0.01M)

Solucifn A - Fostfato de sodio monobdsica 0.2M
NaH,PO, 11,0 e o s e e e e s e = e = 2705 gli

Sojiucién B - Fusfato de sodio dibisico 0.2M

Nazlll’o4 {anhidro) = = = = = = « = - = - = = 28.4 g/l

“Mezelar 165 .ml de A + 335 ml de B + 74 g de NaCl
llevar a 1 lt.con agua destilada, para preparar PRS
“0.01M hacer dilucida l:10 sjustando a pH 7.2
. 2.~ Solucibn saturada de suifato de amonio (SAS)
NH 80, = = = = = = = = = = = = = = = -« -~ 800g/1
ajustar el pd a 7.2 can NaOH 2.,
3.- Hidréxido de sodic 0.2N
NaQH = = = = = = = % = = = = = = = = = = =.m B0 g/l
L A.- Solucidn amortiquadora de acctatos {0.1M pit 3.6 a 5.6)
§501. ‘A - - - - -~ - Acido acéticc - = = = - = - 11.5 ml/1

Sol., B.= « = = = = Acetato de sodio = - = - - 27.2 g/l

Sél A Sol B Agua dest. Pph
(m1) {m1) tm1)

810 : 90 500 4

a8 S 352 500 s

- %.- Bicarbonato. de sodie 0.1M, NaCl .0.S5M pH 8.3 c
NaHCO; ~ = - = - = - —« - =~ « — ~ - = = = =.— = 8.4 g/
NACL = = = = = =’ = = ;= = = o= oo o= = =20.2 g/

ajustar a.al pH deseado con HCl concentrado.
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6.-

Solucién amortiguadova de fosfatos. (fosfatos 0. 1M,

pit 7.4 y.8.0)

NaH,p0, - - - SRl AL Lo e L2276 gl
Na PO, 71,0 - “Sel B L L L L _ - - - - 53.65 g/1
8ol A S50l B Agua dest., DH

(mL} (ml) (ml)

95 405 500 7.4

26.5 473.5 500 R B.0

10, -

11, -

Solucifn de Acido ClurhI@ricu 0,508 pli 2

Colocar 15.38 ml de HCl concentrado oen un mateaz y Jforag
lo a un litro. Ajustar al pH necesario.

Solucidn de hidrSxido de sodio 0.5N

NaOlH. — = = = = = = = = = = = 0 = o = = - - 20 g/l‘

Monomero de acrilamida sol.stock: 30% acrilamida

0.8% bis~acrilamida.

Acrilamida -~ = = = = = = =~ « - = - ~« -~ = - 30qg

Bis acrilamida - = - = = - = + - -~ - =~ - - (0.Bg
llevar a 100ml conr agua destilada, aforar hasta que

la solucifin este a tempoeratura ambiente, filtrar usando
membrana Millipore 0.42 micras, conservar a 4°C.
Dodecil Sulfato de Sodio al 10%

SDE = - - = = - = ~ - - - - - - .- -1Dg

Lievar a 1006 m1 con agna dest., £iltrar y guacrdar

ja tempeoratura ambiente.

i
Solucisn amortiguadora de TRIS~-HC1l 1.5M pit 8.3
TRIE = = = = = = = == == — = = =2 = - ~=""13.17 ¢/100m1"

filtrar y consarvar a 4°C.
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12.- SoluciSn amortiynadora TRIS-UCL .54 pi 6.8
TRIS = = = = = = & = = & = = & = = = =« =~ = £.07 g/L00 ml
13.- Solucitin amortiguadora de corrida de electroforesis )
TRIS 0.025M, Glicina 0.19 mM, SDS 0.1%
PRI = = = = = = = = = = o= omomom mom o= = = lig
Glicina - -~ = = =~ == = = = — == - ==~ - 57.8g
8D = - = - = = mme = - - 4 - = -~~~ 40 m]l al 10%
aforar a 4 litras, sjustar pli-a 8.3 3 filtras
IER . Solucifn tratamiento de la muestra {coctail)
TRIS 0.125M, SDS 4%, Glicerol 20%, 2 mercaptoctanol 1%
-azui de bromofenol 0.1% ’ ‘

Glicerol = = — = = = = = = = —~ .~ ~ 2m}

THRIS - = -~ = =~ = e - e == - - = Dm) de sol num. 12
SDS = = = = = = = = = & = = = = == 2al al 10%
Z-mefcaptoetanol - = = - = =~ -~ = 100 1 -

Azul de bromofencl -.- = - - = = - - lwml al 1z

Agua destilada = = = = == == = = '= 2,9 ﬁl

Aforar a 10 ml, congéla; a —ZD5C y‘centrifugar anteé

de usar.
15l-rT1nci6n con azul de Coomassie
Azul de coomassie 0.125%, Metanol 50%, Acido acético.10%
Sol I ‘ B T

Azul -de Coomassie'R-zso = e e == w207

Agua’destilada — = .- = - = = - = = < - 200 ml S

Sol I . ‘7‘> -

Azul de Coomassie = = = = = « = = = :62.5 ml de 50l I
s Metanol - = - = =~ - - = = -~ - - =250 Ml

Acido ac&tice - = — - =< — - - = - 50ml

aforo con agua dest a 500 ml 70




16.-

17.-

18-

19 .-

.20 .-

Solucidn decoloradora metanol. 504%, fcido acBico 10%

Metanel - - - - = - = - - - - - - -500ml

 Acido acético ~ - < -+ = < -~ ~ - - -100ml
Agua ‘destilada c.b.p. ~ - - = - = -1000 ml

Solucibn amortiguadora de TRIS-#HCl O.1M pll 8.0 con

NaCl 0.5M
TRIS - - = = = = = = = ~ = = - - 3,09 / 250ml
NaCl = = = = = = = = = = = = we -7.3 g/ 250ml

ajustar pH antaes de aforar.

Solucidn amortiguadora de carbonates 0.1M pH 8.3
con NaCl 0.5M

Nall€Oy = = = = = - = = - - -~ - - 2.1 g/250 ml
NaCl = = = = = = =« = = = = = - - « 7,3 g/250, ml
ajustar pH antes de aforar.

Solucibén amortiguadora de glicina-HCL 0.2M pH 2.8
Glicina = = = =— = = — — = = = - —-3.7%35 g/250 ml
ajustar el pH con HC1l concentrado antes de aforax

Bolucién amortiguadora de carbonatos 0.05M pH 9.6

NaZij - e s - - - L.58 g/

21—

eibapr — = = e e m = e - - & - o211

Ballcoy. = ~ = = = = - = <2 2L 20837g/1
ajustar el pH antes de. aforar.

PBS - Tween 20 al 0.05%

Tween 20 = = = = = = = = =« = = =—.w ~.0.05ml




22.- Solucibn amortiguadora de citratos -~ fosfatoe U.1M pH 5

Citrata de sodit - — =« = = = =~ - = ='29.4 g/lt
ajustar a ml pH descado con H3P04 antes do a«forar
23.~ Acido sulfGrice 2.5 M
HZSO4 -—- = - - f - = = = ~-13.,3 ml
g agua destilada c¢.b.p. - - - = = = —-=:100 mlL
24,- PBS-Tween, 20 con albumina bovina al 10t

Albumina bovina — = - = = = = - — - - 19

PBS-Twacen al 0.05 8 c.b.p., = = = = = ~100 ml
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