
• 
... 

. . 

Universidad Nacional Autónoma de México 
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

CUAUTITLAN 

"DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE UN 
METODO DE ELISA PARA LA DETECCION 

DEL FACTOR REUMATOIDE" 

1 F Al.LA DE O~~~~ 

TES 1 S 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

PRESENTA 

MARIA CRISTINA NEGRETE GARCIA 

Cuautitlán lzcalli, Edo. de México 1989. 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



FACUl.,,'lAU Ut: é.STIJl>lú~ !:iUl't.RlOiHrn CUAUTlTI.AN 

SF.t.:RETAitIA At:Aut.i.ll:A 

UNliJAn OJ:o; LA Af)HJNHiT~Clim t:~¡r:OI.AR 

DEPARTAMENTO m; f:XAHf:.NES PROFESIONA1 fS 

DR. JOSE LUIS CALVAN MADRID 

DIRECTOR DE. LA FES-CUAUTlTLA.N 

PRESENTE; 

AStthJO: VO'l'O::i Al'ROttATORIOS 

:.T' ·' .:..Lt;. JOSJ::. I.UJS CHAVEZ GARA.t 

JEFE DEL DEPARTA.HY.NTO DE tiAKENf.S 

PRot•ESIONAJ.EG OE 1.A F,E.S.c. 

Por med!o de lu presenta :tos 11ert1J!tirnoe comun.tc.11r n untt:d queo ra..,'1.r .. 1'bl'J11 

la t•lfia titul.ada "DESARRQLLO Y OPTIMIZACIOH DE UN HETODO DE ELISA PARA 

LA DETECCION DKL FACTOR Rf.11MATO!DE", quu pre!lfwtu la posont.u: MARIA 

CRISTINA NEGRETE GARCIA 1 cun uúwen, Ju c..ui:nt.t.! 791(j070-9 pul'b .>l>t:t!mir 

el título de QUIHICA PARM.&.CEUTICA RIOLOGA. 

ConaideranrJo que die~ tesis rtlunc 103 requi1r11too ne:ceaar!oo para our 

d.ia•otlida en el examen prof11s1.onal correspondiente, .ocorgsmos NUESTRO 

VOlO APROBATORIO. 

ATENTAMENTE 
11

POR MI RAZA HABLARA EL .!?!~11 

Cunutitliin "f~1·a1li~ t!t:y,ii:C' t] ~ d .~;:,...-.'~ Üt! l.909. 

PRESIDENTE M.C. Carlos E. Solas Contreras 

Vocal (l.F.a. Idalia Avi.la Miyaaava .. ~~h'. 
SECB.ETARIO Q.F.B. O.Lana LeZC'lDO Me:.a ~~. 
ler. SOPUNTE Q.F~B. Sueunn E. Mendoza El.Viro. ~::¡ ............ -t'-C.. .. ~w Ei<>l.rc..-

2do. SUPLENTE Q.F.B. Marina Murales Galic:ia n .. u_.N.,.. ~~. 
""- r.u"u., .. f>fü.r>llJ 

U!f1I ~1 .\•t.tl:f'Jl(R! 

ª h.liU••Sfr31t"O ... 



D.E O I CATO RIA S 

A mis f'ddres: 

. Que con ·gran Sacrificio y motivacié5n 

hicieron realidad ,uno dt" los objetivo's 

trazados an mi vid~. 

llor el constante apoyo que me·'·bri11.daron 

para la culminaci6n de este trabajo, que 

fue len to pero se'i~ro. 



momonto!.l m.!iti ¡,I if!c i lm1 o 

impu l !3.:u:-mo cu~u1do 1n1"i:• lo 

A todoa m.is maestroB y compañeros de lll PES-e~ 

Y un agradecimiento ospocial a: 

La Q.F.D. Emilia Martrncz Mirand~, de quien recib! loa 

primoroa consejos p~rn_ ol b~on inicio U~ mi~vida,como 

. profesional. 



1 t¡ n J l' ¡.; 

fi.brev.iaturr1!:I •••• 

Hesumún •••••••••••••••• , ••.••••••••••••••••••••.•••• 

l .O rntrndt1rrtn11 

1.1 Guncrc1lidadus do l.::t :iutoinmuniúad 

1 ') V<1lot· del Fc.1ctor H11umatoictu t1H .l.i, 

l. 3 Ca1·.'\ctor.f.tltlcau Un l l·'ll y su prodttcc·t. .. 'Sn •. , •••• , 

OOJA 
l 

1.4 l"H y ant.i-1diot.1pou , , • , •••• , , •••• , , •• , • , , , ••• , 11 

l. 5 l"und<trnnn to ,._tu lü Uk:nioa omplnada • • . • . • . • . . . • . 14 

?.O .lnRti.fica~itín dM'! 1r."'l.hajo .•.•.••.•..••••.........• ¡r1 

J,0 Objottvos •.•..••. , •.••. , •• , .••. , , , ,, ••••••••..•••• lfj 

•1,0 llipotGslr• ••••.••....••....••.•••••• , •.••• , .•.•• , ,, 17 

S.O M~torialeu y M~ludou 

5.1 Milt.e.rial biul6qico .•.••.••. , •. , .•. , •• , .•••• ,., 111 

5. 2 Mi$ todos •••••••• , •• , , , • , • , •• , • , . , .• , • , , •• , , , • , , l B 

5,2.l. Plffif..icnci.6n Qe la lqG dn cannjo ....... 20 

5.2.2. ActJvitci5n da},, DEAE"C ,, •••••••••·•·,. 21 

5. ~. 3. l!mpi\qUL~ rlu la co lumth1 • , , . , , •• , , .••••.. , 2 2 

5,2,4. C4lrtH;otoriz<'tci6n de las lqG purificatlnF.1 .. 23 

5.2.5 .. J\ct:ivac.i6n dn la ~it"!pharona -tn ••••••••• , :.16 

5,2.6. Prapur·aci~n dol naphndex G-200 •••••••.• 27 

:.i • .t. l. LltHii.lrt:'oJ.lo prSot:.J.cu da Ct\dtt uno de lo!::I 

n1etodas para ln purtftc~cl6n dul PR •• , , ~o 

~.2.0, llatacci6n dol PR purificado por ol m~todo 

de ELI!i.I\ , ••••• , •• , •• , ••••..••••• , •••••• 34 

5,2.9, Ml'ilodo do BLTS/\ pnra cuant.if.i<:<ir l.:i omHidad 

de JgM presonta en catla uno de los pl~r.lflca-

dos ••••••••••••••••••••••••••••••••• , • ~ 35 



6. O f<nuu 1 U\tlon 

6,l Jd1>rdJf1(•:1,-li"'ip _. \; .• f.11::L1.•••-~.,1eJ(·,11 de l<1~; l9C •••••• 3fJ 

6.2 Purific.-1ció11 d11l C"P. , , •• , ••••• , , •••••••••••••••••• :10 

6.3 Bf.it.!ionci.,1 d..:• 1ut• dlft'n~ntea mlllutlotJ ele p1u·11Jc,'1 -

cJ 611 •••• , • , •••••• , • , • , • , , , •••••• ~ , • , • , •••• , •••• , • 4 !» 

7. O Dl.ttcus.i611 • , ••• , ••• , ••••••••••••• , •••• , • , ••••••••••• , , 5G 

H. O Cono 11.l.tilono:'l • • , •••.•• , •• , •• , ••• , , , • , •• , , , ••• , , , •, , , • , 61 

9, 0 Ant~XO • , , , , • , •• , . , , , , ••• , • , , , •....•...• , , , •• , , , • •, , • , , b~ 

10. o noJort•nciaa ...................................... '.... 73 



l\R 

•e 

o.o. 
F'c 

FJ! 

MN 

llF 

nm 

PBS 

pll 

P~M~ 

PMN 

rpm 

·sAS 

SDS 

U.V. 

A O R E V l A T U R A S 

- l -

Artritis l~cu~atuido 

Gratlos C•~nt.fqrudor. 

Cél l1 las mononuclt"::ir:cu 

ele sangru pori U:riCil 

Dt.~nsldad Oµt ica 

Fr~cci6Jl crJotal~~~blc 

Pacto1· Heumar:old~ 

Mononuclcr1rc~ 

nanomotros 

Soluci6n f"osfñtos saU.na 

Gr-,1do de Acidez 

P~:i.so mol.ocular. 

revoluciones por·minuto 

Sulfato de Ll.monio satur<J.do 

DodeciJ. sulf.:ito dF• sodio 

Ultra violeta 



HESUMEN 

El objet.i•.·u de este tL-.:ibt.lJC fue.~ purificar Factor R1.~u -

matoide (PH}, y ust.:ihl(_!l!l.!l' un 1~1P1·fh](\ 1n:'Hlnu1°·n;•im.1ticn - - -

(ELISA) pnr.:i su delt.:cciún. f'ur..:l ello ~(· usar·o11 ...:1nco suci·os 

protot~po provcniantes de pnciPntf•S cnn Art~iti~ R~um~taJd(• 

(AR), con titulo~; ultos e.le FH. Conside1·ando L·1 [,ropii.~d<o.1d del 

FR p.:ircl. reconocer ld porcjón Fe do l.:i l•JG humC.loya o hcu~r6-

1oga, se diseñaron 3 mf.t·odos 11, JJ y !!r) ~1 P ::d.sl.:?.r.'icnU.:, ·-­

basados 011 I - CRpt11r~ ci1•l FR nn 1Jn~ coJ11mna de nfiniJad cn­

lü que so acoplaron aqrcg.:i.dos de lgG de conejo, 11 - Pt:'tO!Gi -

pitaci6n de gama-globulinds con sulfalo de amonio <t1 40~ pn­

ra en ceguida efectuar la ~npar~ci6n del FR por una column3 

de cxclus:i.6n por peso moll!cul.:ir y III - ScparJ.ci!Sn del F'R -

clase I~M mediante unn segttnda colum11n du afi11idad co11 p~o­

te!na A d(_!~~· Lu pureza del FR fue Uetc.->rminuda a tr!!. 

v6s de uraa electroforesis en gel de poliacrilumi6a, identi -

ficando lus cadcnas pesaJ..:ti.; y liqcras de .:icucrdo .:i marcado -

res de peso molccuL:ir conocidos. P<:1::~1 L.t deU::cci6n del FH se 

estanda.riz6 un método de ELISA, cmplec::indo como antígeno <1gr.9. 

g.:i.dos ele IgG hum.:Jnu y ..:umu dlllicuerpo una ctnti-lgM hum<.":.n,i. -­

marcada con pt.!rcxidasa para finalmente revelar con OL·to Fen_! 

J.en Diamino (OFD) como sustrato a 1.a onzima emploada. Como -

ELIS/\ control negativo, se emp1.e6 un antígeno no relacionado 

como lo fue un extrncto de M. tuberculosis. Para comparar la 

determinación del FR, se emplearon, la prueba de aglutinación 
con part!culas de látex y Nefelometr!a (NF). Las fracciones -

~i9l~dAn d~ FR obtcnid~~ por lo~ m6todos I ~ III Ju pu~ificd­

ci60., mostraron lecturas positivas en el. ELISA ( D.O.>a 0.70) 

con IgG agregada pero no con M. tuberculosis. Para la.u.mues -

tras manejadas como controles negativos, se obut.ivier.on lec -

turas menores di.:! 0.20 de O.O. pura FR. Sol;1mentr:? las fr~ccio­

nes obtenidas por el m6todo I, fueron detectadas por la prue­

ba de látex y NF, por contener una mayor concentración de prQ 

te!nas. P.:>r ello el método I fue seleccionado como el más Gtil 

p.ara nuc!3Lt:os fines, y con él purj fieilmos ecis muestras mti'.s, -

obteniendo la misma pureza que con los sueros prototipo. 
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1.0 l N T RO D tl e~ C l lJ N 

.1.1 Generalidades do la l\utotnmunídad 

La autoinmunidad !iE" define como un estado alterado en -

el cual existe una reacción exagerada en contra cio c.~omponcn-

tas propios, lo que permite que haya una gt:'an varieUad de -­

enfcrrnedadcti de t!Ste ti.po y cuyo ori.gt!l1 I->re1..~l.so se desconoce. 

Lu gr.:i.n mayoría de estos padclcimiúntos tienen caracterI!!. 

ticas cl!nicas y su.s fcnoménos .inmunol6qicos muy il['lp].ios, pc­

ha dado una gran r<;> lcvancia al difignostico tc.mpi_·.::rno y -

aspectos terapéuti~o~ en cstoo pacicntüs (1,2). 

En cambio, los estudios experimentales s11stent~n la idcd 

de que los pro~esos wutoinmunitar1os pueden ser un.:.i con.secueH 

CÜl de clmplio eApectro de anorm.:ilidad1.!s gcn6tieus e .inmunQ_ 

16~1icas y que éstas difiGren de 1m individuo a otro, pudiendo 

presentarse en diferontes lapsos durante el transcurso de la. 

vid::i, dependiendo de la influenc.ia de factores promotores tan 

t:.o cx6gcnos (agentes virales, bacteriano!l, qufmicos o ambion­

tales), come ed6gcnos (hormonal, activid.:td anormal de gcOcs) ~ 

Dentro de los mF:!canismos inmunopatol6gicos que pueden --

se enCuentran: 

- La uni6n de a11toanticucrpos sobre estructurar. normales 

de las superficies celulares, seguida de una d~st.rucción por 

complemento; lo que corresponde a una citotoxlcidad celular 

autoinmune tnt:!diuda por anticuerpos (3), 
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- r.n form;1ci6n du complcjo5 .l.nmu1hJs i'lU~oant. ~q1·n••-<10t<:'!Un-

anti.cuerpo, en fluidos i.ntcrcc;!uL1res o en la r:lrcul<1ctún 

- Y donde el proceso p..itol6qic.o pueda ser caus.:H.lu po!' -

linfocitos '1' sensibilizados iuadeeu.:idCtruente, y,t que est.dB 

células pueden producir lesiones 1· 1.0-,11 l<.lt"»:: pot· m1!d io de m1.'!Ci!_ 

nismo~ en lo~ quP lnl•·rvi0n"n 1;1 libr•rttci('\n d•~ llnfoC":itotnxi 

nas, así como la utracci6n de otros tipos <le c6lt1lan al sitio 

de la lesi6n. 

En forma general existe UIHl gran vari.cdad <le f;u.::tor.e~ -

que pueden cxpli.car el oriqcn de la autoinmut:id~d que oe cL-

tan en seg u id.1: 

- t..iberaci6n de antígenos secuestrados. 

- Dism.i.1ución de la <ictividad de las c~lulas T supn..>Ror.:is. 

- lncremento de la actividad de l.:is c6lul.as T cooporadoras. 

- Dt"'fectos del timo o de sus productos solubles. 

- Presencia 0e clonas dnormales o alteración en la inducci6n 

de tolerancia inmune. 

- Activaci6n policlonal de lds c~lulas D. 

- Actividad refractaria de las c~lulas n a lon mensajes supr..!! 

- Defectos en -los macrc1f.1gos 

- Anormalidades de las c~lulas precursoras en médula osea. 

- Alteraci6n en la regulaci6n de la rod idiotipo-antiidiotipo. 

- Actividad anormal de los ganas que modulan la respuest.a in-

- 4 -



- Factores VJ.r~lc3. 

- rnflu~nriil de factorr..:~ ambienta J f'n. 

- Alt.eraci•.)ilCS en cd complejo principal de hi!;l<:Ji:omp.-lti.bJli.-

dud. 

De agur podemos d1}rlv.:ir '"-1IH! t~n la '1Ut:oinm1Jni.dad pr.edom_t 

na ] n nu l:or't..':tct .!. v i ... 1aJ 11u1nor .. ll 1 t'P-presen ta del pr i.mord 1.:ilmen Le 

por la gener.:ici6n de aotoanticuerpos o L1 n.'!ac:ti1 .. ldad celu-

lar, mediada por citotoxicidad (l,2J. 

1 .. 2 Valor del F~1c Lor fü:um.:i.toidc L~Il Au toinmun ida.:.! 

En diferentes padeclrnit>ntos '1ULüi1!mt..ir1.~5 u11.:i Cdri1Cterís-

tica relevante es la proñ1Jcción de divt::r&os illlto.:i.ot:lcucrpos, 

entre los que destacan anticuet'pOH con!.:rc1 •'.!p'.Ltopcs en ln Pº!: 

ción Fe de lLln inmunoglobulinas lgG 7s e IgM 7u y 19s conoc.l_ 

das tamb:it'!n como fact.ore!'> i:cumi1toldes (FR} ( 4} • Esto!'l pu~dcn 

t:ncontrarse nuero u otro:; fluidos corpora lns come) el 1!-

quido ainovial o ua1ivu (!}. su prcu0nciu. ústo.s ccmpartl_ 

mientoa se ha explicado como consecuencia de que lo:; linfoc,1 

tos localea producen IgG -que es rcconocidu.. como <?xtraña y C!.é_ 

timula un.:l respuesta inmunitaria (l) . 

I:l Fl\ md:i::> cumunmentc encontrado cm el tk·l tipo "!.gM en -

pr0porct6n da! 70 .).1 OO't.. tle pac.ientos con Artr.ltis Rcuml! 

toide (AR}, Sindrome de SjOgren y en porcentajes menores en 

lupus eritematoso, c::;.-:lcrodermiit y dermatomio51tü, (5). l\.d~ 

más se han lle9ado a encentrar FR de la cl.;rno IgG, IgA e 

I<:Jl:.: prnporci6n m~s b~i.ja en E>stos µ,\decimientos (6). 
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Ld importLlncia quto~ tiene ).,1 pn~scnci.1 de Ltgrcqadoc 'i•;a -

lgG formanrlf' cornplojos irnuuncs con (.:1 FR d..:· la cl<lr.e IgG, -­

lgM u otros isotipos e~ que ul J;esult.11]0 final es la activa­

ci6n del si-;;tcma del complemento poi- la v!i1 cl:iaic;1, t·;into -

a nivel circulante como en algunos t.ejiJ.o<J. En cst'P. proceso 

los. productos do dl~moliciún del cnmri~Pment:o acumulan y -

act.iv . .in la víu oiltcrn."l del complemento. Todo ello da por -­

rcnul Utdn 1 a produce i6n do numerosos f~1n6mcnon de int'lnmil--

ci6n incluyendo la llher3ci6n de histamina, la producci~¡1 -

de factores quimiot5cticos para 105 leucocitos PMN y MN, .i!!, 

cluyendo ~l C3a y C5a; todo lo ~ual facilita el dafto tisu -

lar (7,8,9). 

Hay un flujo noturi.o de leucocit.o::; nl ~itio <le proceso -

inflamdtorio y so piensa que las prost_aglnn~inas y los leuco­

trienos. pr~ducidos por las c6lulds i11flamaLori~n, tiRnnn un 

papel importante en ld ampliLic~1c1Gn de.: este proceso. JI.demás 

los lisosC'lmas activados por los lüucocitos. incr.cmentan aún -

m5a la respuesta proliterativa e inflamatoria en los Lejidos 

dañados. El infi.lt.ra<lc mo11onucle<.'l.r q\le se observa dP.: 

caract~~r~Llc~ cr. f~~nm~nn~ auto1nmuncs incluye la lntcracci6n 

de la fibronectina producida por los leucocitos PMN_con los -

fibroblastos que pueden tener un papel importante en ~l pro­

ceso de dni',o tisular (1). TambiGn ocurre una reuni6n de lin­

focitos pequeños. células plasmáticas y macrofl'igos en las -

areas pcrivas~ul..lrL!s. El i.nfi l1:rar1o de linfocitos gcneral:r•eD., 

te est5 integrado por cf:lul<ls '1' y B. La acci6n inmunolúgh:a 

recíproca dr! estas células ct..,nduce: a .ta Llberacióri de 1:.:-.::::-

- 6 -



e~ 1 l n~· 

tcrior del t<-~jitlo llnñado y a una 1J.tnl.::-~;i!; <:.:anltnua de ln111un2 

glop:1ll11a;s n rlr FP !Jll"" 1- ¡,.n.-lPn a perpet.u.:ir c.•l procr_•so p.:itolij 

gi.co ¡l). l\dicionalmentc ~d dnL.1'.ge110 y el <u1tic.:uuq.Jo c<: . .H1.:lti·­

tuido por 1' .. R pued<!n intGractuu.r c~n tllversos tüjltio~ rl)Sll1 tan 

do una enfermedad oxt:r.,va::>culnr ct1u~:;<tCJ<! por compleJos .tn;1tu-­

nes. Estos rcactanl:en ;1ct ivun el sistemd del complemento gr~­

ncrúndose fragmc.ntoc; con act·.ivitlild bioll'.Sgica (CJa - C.:3a.) 

pace!:> de aumentar la permeabilidad vascular qua pt'rtrtitcn <ts! 

el flujo c.lc prote!nas :i clea:entoo cclulnres del c~sp:1cio v.-1:s­

cular, al sitio donde residen loo inmunocorr.plcjos (9, l.O) •. Una 

de las cOlulas sanguíneas ligada6 d ld Jeslrucci6:1 l~GUl~1: ·-

al1':oinmttnidad es •.:!l b?tu:ocito PMN, esta célula puede atr_!! 

par loa complejos por poseer <.'O su superficie receptores pa-

1.:i porci6n Fe de la IgG o bien rccept:orf"s p4'ra el fragmen 

to C3b del complemento. r~a fagocit:osi.s subsecuente- ustimula 

pnr lm lado ln libcrac16n d~ proteasJ.S l.isoaomales que tie-­

nen el potencial de digerir coUigena, matriz cart.i.laginosa -

y fibras clc"lsticas y por otro lado se producen radical.t?s li­

bres de ox:1geno y super6x:ido que causan daño ccl.ular direc -

't.amente. La oxidnci6n del <icido araqu!donico con generación 

de proot~~1~nñinn~ y otr~~ productos inflamatorios por la -

vr.a de ln li.pooxigetH'!Sil, intensifican también ln lcsi6n ti­

sul<ir (11;12). 
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IgE y en vistil de que toCk•s ilCtúnn como ilutoanttc'l+-~rpn~~ di­

ri']ido:.. en cuut::ru ctc 1.:1 porci6n Pe de lil !qG, <.:C hr-i!l impil"'-

mentüdo di vernos métodos de idenU.ficac l ón. 

I,<.1s técnicas ruti.nari.1s par.:t dr~lectilr el FH \~n r.·l labo-

ratorio non reacciones de .)c-;lutin;icii'Sn tales corn.:.. fi]nción d 

látex scnsibili.~artoi:; con TgG h1.1m<:1n.:i o con eritrocitos de.~ i.:ll~1: 

nora scnsibilizadoo con hcmolii:;inn ( prUtJb:i dü Wünlcr-Ho::>c.•l / 

en la cual 1ns porcionL!t, Fe se exponen en la cupcrficie 16, 

13) • Estas técnicas tiencrn la vontilj,1 de. ser scnciJ lcHJ pt~ro 

determinan el nivel de FR como un t!'.tulo disc:ontinl:'o el cu61 

dificilmentc puede ser relacionado ü. nn concentrac:J6n r~'.'!.;;:J. 

Adcnt.1s solo el FR de la clase IgM puede ser medidn po1· ml".o-~ 

todos d(! aglutinaci6n mientras f!11P h~y c-.·.i..::~w.:i.H> cte que 

el F'R de 1.1 clase IgG u otros isotipos m.'ís qm" el pr(ipic. FF. 

do la clase IgM puede estar implicado an algunos mcc,:inismcs 

patog~nicos como la vasculitis (14). 

Es por ello que a trav6s del tiempo so hiln impi·:<rnont.ddo 

nuevos mGtodos cada vez m:is Gtilc.'.:; con lus cuales, i•c· ha lo­

grado establecer que l.a estructur.:i L.'.'.isica del PR ele lu clase 

IgM· no pareco··diferir de la IgM l~s pentaméric-a sin esta ac­

tividad de autoanticuerpo. 

La valencia esperada para el pont~mero del FR de la cla­

se IgM deberia ser te6ricamente.de 10, pero con estudios de -

ultracentr.if~gación anal!tica SC1 ha dc-terminüdo que la valen­
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qun por impt•lllnh•nttl 11flt1"iti.co ~;nlo un ~•it-l!1 dt..' cc.11ibi•1-lci•"'•n 

C.:ld<.1 subun1d:1tJ plh.••k un1 t"tH' enn l·~ Iq,_;, 

l~ntrr ~1 f-'U dt' 1.1 ,_·1,t~H: lq/1 y J..1 iq(; lnHn.111<1 P}I 11,1_1.i V<1r1...tndn 

dlr.cdot11.1t· dú io···I i.t io-~ 11101/J.t. (l':"1J. 

1eport<1dos t.!'Onlt.'.• i;tt.ioli do 1111inn ¡iot.et1clült:u p.1nt •}/ VH ch~ 1'1 

~p1n1'"'ti.1~;1mr!·nt.P d1-.f.1nidnt1 (Gm). 2) Dt·L1!rm111.1nt<Jn pn.!Ht.·nt•:'·· 

l']'G na1·iv.1 y .l) Det.or111inilnt.1.1t1 oeultus en l.1 J9f: 11.-11.tVd ')\Jo --

concluir t.¡-uubiPn i¡t1o_1 r·1·:niduo~ do t1ro11ínct d.of. comn dt~ Ji:Jin<1 

(Gm) do la lfJG humanc1, (•nt..'i.n i nvol uurddo!i •-=Hl ti J tl l t: lo dn roa_i::: 

tivitlud i.lllt.iqc!n.ic•t t:Je !;1 l<JG humun,l (J5.lfí). 

En .1huH rnc ion l uH Vil r iuH qrupo::i du invo n t l.']ür101 t?¡:, hi1n ... ..., 

control1lll la síntesiu d1~ f'H, con ol. prop611l t.o dtt n~1h1~r porqu~ 

lon nutorinticu1H;pon llnt;J.-I•JC tion prodtwld<JfJ rwtectivarncnte nn 

cl;1s(l tqM noJ hll conocldo, pero Ho h.:t pl:opuuut:n rpio 1o1utll li.11ndo 
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tn,1<> •~n li-l 1\H 1U,111 1 Pll. 

l~n ¡¡;:.r !_·é111l•1!'-i fl1<.;1onl11.~Ll-1¿11·en {\1• ,;,\JllJ!'l! ¡•r.iri l.{!1·ic<1 (t~MllSf'l, -

tuu nq1í.iJL':'d11 poi· V<t11tJii..u1 •¡ •:o\ti, 1:!2) P0f-it~u1·11.r·~tlt,1"d.u !;il: Jo·· 

IJJ"fl d~ti11l1- '1111.l t.•l mqi¡1¡· 111:1.1·1.1d111 r•nll1:1'11iiil ll<-1J"fl 1~1·c,,·t11ei1 

tos 1' sol>r~ al~·¡( (~l), A(lem6b 11.1 vi.tito c¡11u c11lt:ivr.15 du ··-

CMNG[1 de f\l']1tr1_nu ftdCiHnt:ui.> con ¡,11 q~u1 h•1 ¡n ~·.J~ • .;..:11 ?''P ""n tr-.tmñ 

esf,.ontl111ea linll cup.:1l:1n1 t\1.J t•i·d .. ..:Lií:.1110 h,Jn t~l •~Hl1°,1lulo de ,..._ 

oHt.H ucLivador policlonal (24} 1 di.feranoti-t quti ptll'."(JCO ol.a~dl! -

cor q 'lua lil s1·nt1H1lu o~po11Llln~.:... ~~ t.lnio in<i•'!J"-"ndi.onto y qtw 

rua J:::pstein ttar1:, dive1·unsllpopolilii1C<iridos (;!6) 1 y pópt,:.irlu -

'J)i.c~111oa lMClüJ"i...in•.H> t.!"J,..!U). bl1,1unuo 0111.t.ivua dt~ células do 
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11HfJ ( 21) , 

1 • 4 I·'tu;t:ur Bouma \~u i tlu y i\n 1 t - l i11 ··n ¡ (11J;J 

dos, u.il) e111hiJr1.1n, J.,1 íll<1nt:i-a p.·11· l<i <•11;1\ 1.iuuti1.~ J lc1q<11 f->B il r.J-

do Jdiutipnu c:nn rt11t.i-idiot ípnn, que JMrucu oxplicdr J<1 uiudi_¡..-

lrlci6n do lr1 ptoducoi(:in do f.;ttl·ofl rn1t.n¡n¡t.:ic11í;!rJlCH• (:!'), ]0). 

f~l f!LOCr1Ui1Hllf.l po1· el CU<I) ln1> ,1nt:icur1rpna ilnti.ldiutjpo !'!._'. 

dinr..ípicotJ, v cp1u los antioudrpna .1nt~i-id;tnLi.po. puudm1 modn-

lar la procluooit'Sn d~ lofi <:1ut:c.:1ont.t.cuurpo~ i1dclulun Dt). Ada-

más eu croa r1uu tistoa antiouurpot:1 ant.t-idlot.ipo p1Juden inflliiJ: 

an ld jn11nir10rau~1laoi!'1n "J!! y_ivo" {:12,.1.1,34). 

Todo est:o ao hd IHtI:>itdo r3n lft t«.,orfll rlo Jerne (:IS), quo -

el siatema .t.nmunn, ex1:>l-•~t un idJuL.tpo quf.1 .:ilm<1non,1 ln imtigcn -

J.ntorna del µntfc1ono p1:ocu1·sor, cuya oxi1nlfd6r1 puede tener - -

ha1. 1::1ldr:• de1 1\11Hl1:~• íl~ los 1.!Sl.llelio:.:; l•:Ol i·ha; 1~11 rc.:.Jccionon -

d~ nllt.1 <\rll1,: lf'º-'' c11i-1 .loo rucopt-c,r1.t~ hr·,r111una1'·~f> (36,37), 

- il 



cont~]oa con FH flUlfldllO poJ ;clo1i.1 l i.1~ inrJtJc•· 1,1 pJ:nducr~1én rJi• 

el ft:iHJffiCllf:O Fl• clt• ).1 Jq(~ el l<J f.!U(' Vd di::1qj<J,1. Er;tc• i.IOtl -

cula.n d1J l·'lt y con r·ocPptnr.-·11 p.'1r1' •·l F'fl '"í11f' 1•xir:tcn nobro 

lo!J linfoe1t·os Il (:!IJ,."!!11. 

r .. 1H condicirJHuu L'n l,:in .-:111P ncnrt"•• L(Hlo Ju .:111t1•riormcntn 

d<td (J~), uin t.n11b•1r9P, :1lqunor; d•-'L<1l ler; llllportant..Qs quo ni -

inmu111:~;i11 conoJou con tJ/I pc';pt1do t~nrn!npnndi<!llt·.· <t la IJCCJU!_! 

dii r.::c.1i611 ...:u1t.pl1.•mo11t.=1r·i•1 de un FH monocl1:•n11l 110 t:u jnduce -

ln pn:iclur:ci6:l de nnt1ctwrpun .:intidiot.ipo (32,J9). OtnJ e.le -

L,,10 d~ton i•lLert~HiHil1!1> quu l.i'1 ha doucubicrto ta> qtw los nn-

ticm..!tpnn iH1t.ii.dlotipo tiólo ~h .. >n f<lCt.iblun ch.~ produci1:!"l1~ "in-

im;-oortttntc tomarlo un 

C\1cnlil on ou~udioR oxparlmcntnlcn, yd guo He croo que los -

dnl.lt:lll!lpou itnti.-id1.:itlpo podrífln t·i:•fH:1:1>1intar lon re.1ctivos 

idt.Ht1ea pl1r.il ];1 r1.1'JUl11.ci6n dtJ 1~1 pi:odw.:c16a tll.1 .:"lutoilnticueE.. 

pos y nupaci<llnu~nto dul FH (JO,JJ), 

Como n-j1•.mpl0 exint.un t.r-rtbiljou c.•n l.ou qm;i 8n ha logrado 

f.~tiritic..~.-1r ttnt1cuc>rpo!;; antil.dtollJJóti un cont..l.1 <le t:H, u par­

t..1 r <lP muaEitra~:; du- nucro con PR positivo {29}, siendo capa­

co.o dt~ inhib.i.r: l • .t 11ct1vi.dad dol SU<.:rO de tttts famili"rcn en 

un r.:rnqo del 40 úl 60~, pero on cumbia no inhibieron la ac­

Llvldad duJ FH du cinco ~ujoton ~on ot.rott padacimicntou ~u-
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cuerpos antiidiotipo de reacci611 cruz~d~ d'= l clü~us: 

l.) Los nntiidiotipot. quú reaccionan con dctcrrn1nantes antilj1~­

nicos a~ociados a la sccuenciu de .::i.mino."icidas en la~ c~"ldGn.'.'ls 

ligeras y pesadas de la rt.?g.tún v •• rL.1.Ulc y, 

2) Los que poseen la im.'igcn interna del antfgcno, o se~ que -

se unen a los anticn.:'..!rpos con ~ . .l misma cspeciflcidac.l qu:~ el 

ant!geno primario (38,41). 
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Uno ch" los n;i:Lot.lO." 0r>l;uiddri~'-'H.los p .... :a la dc~t:<;cc161; y -

cttentificación del FR es .-.·1 l-"\ld i o i.nmunni.ln.i:.l. i:~ ¡~:, qu,~ Cll<~nt:i"i 

con un alto 9rado de ;,1cnsihilidLH.l p,~ro t:ambl•:n C'.dn un •.1rnr; 

riesgo de contaminación por el u~.v d•• r"act:ivth; r,,.di•)il•-·t.ivo·: 

forma ragul._¡,r, !.-'~~ :,(¡¡· Po;;~c, 4uc se hu proferido üfit .. 1n..J.ir1.?.1~· 

mctodos inmttnoenzíni:1ticos (ELl.SA.), quo hnn tnO!.;L{• .. .J .. '-···1• :- 1> 

mii:.m.-1. sensibil.ldüd cin hacer uso ;h! un in<lic~H\or radJ.oactivo. 

El fttndamento de esta ~6cnic~ en usar un inmunotcJc~~n -

to unido a una (a.se s6lida por n-.c.~d.i.o de una ubsorci6n hidro 

f6bica n por uni.6n covulent:.C!, j.nfJcx~l\GL':1d.:t p0t· el ll:,o dt:! un::i 

sol.u..:ii:'ín {lMor.tiquadorn q.uc nwntcn•J<t ol pH 6pt1mu 

9ure l<i$ fuc.rz.n.s <le uni.ún. para l;, rc.:\c.C1 C.1. J~<J~·1\r. 

se hace uso de un detcrgontc par<l lavar: lon c:Xf'e~ci:· i·r~.:ic 

ttintes {'l'wccn 20), y una proteín>l. (BSA o gl~lát.iua) ¡.."1ra t•att1 

rar los sitios sin uidr sobre la fasu ~ólida~ y aio;i <lismlnui' 

el porcantnjc de nbsorclOn no aspoclf!ca d~ los inmnnot·l!i.!cU-11.~ 

tes. En seguida se incuba ~1 .::;:::;¡_:-nr-imen clinicCl pe?: •~} t l ~ ... mp•.:i. -

necesario, para despu~o .'.)ñtidir el anticuervo lig.Jdc-1 : .. ln t·mzi-. 

ma. La. cantidad de anticuerpo unido a la fnsü s6lid<1 e~·; <.h.:"lc.:1,··· 

mina.do. por lll adici6n del sustt·ato oBp<!clftco n l...i. ~nzi.ma em -

ple:ada# La ruacci6n suUsecuonto. entre 1.a onzima-su~1t1:nto co mg. 

dida por ln cünttdud de coiot Ut::.:;o..rrol lado on un cspact1·afoto­

metro o por visulaizaci6n directa, oiendo proporcional ~ la 

cantidad de onzima unida a la fnnc sólid.:t. en l.as reaccionen 

previas (42}. 
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2. O JUS'rIF'JC/\ClON DEL 'l'Hl\HA •. ll) 

Cl tHH:ud.io Jul Fl\ :¡ ~.u..; :::c:~;u~;.::!':'.'-<·~ d•• •'·>nt \,,;. 111>~1:1yc:n-

do la prod\lcci6n de nnti<'tier..·por; .::ir,tí.idiotipo, :>i.gllo siendo un 

un punto relovantc parn o.l conoci111it~nlo <le lu •"'\:t'lt·iti.n: rtcumn.­

toidc. Por esto el intc1·6s de ustc tr.nbttjo ftt(! el Uu est;:ib]•.)­

cor 11n m6torlo idóneo p¿¡r<.\ ln purificnci6u del FH y lL••Jl'."".:1t- :1!1f 

un onsayo de dctecci6n con ulta !ií'!nnibil]cJ¿td y l!tl{.H~ci.f.it::i.d.'.(1 

un patt.6r. de i:cferenci.a dal FR, y .lborda:: la c<ü"'.H'.:tt·r1.z.aci.6n 

do idiot:ipos y ont.lcuerpor. ant.idi.otipo on f::uturoH Pt:tnúi(~H­

i\dem:1n el ELlSJ\ faci.liturli la detección c.1~ FH i;n ot.ros -

flu!dos corporulos y sobr.enadante.s do cultivo celulur ~n don-· 

do esta autoanticu~rpo r.c encuentra a muy bajas concnntt'.:H:io-

nos. 
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3.0 O B J ET I VOS 

l.- Puriflcar f'<ictor Rc.umatoidc n partir de ~moro~l de Pi?. 

cientos con A?-·tri.t.i8 Hettmato:ldc. pat·a contar t~ún una 

fu~ntc de ror1~runci.1 ou Uct"-'cci6n en vuriuo fl1Ji-

doa corpora.le-El P.n. dondf"! cncnuntra a muy bnja~ con-

centraciones. 

2.- Estnblaccr un m'1tndo imnunoenz..imS.tico (ELISA), sufi­

cicntcrnento sensible y ea¡.iecif!co en base n 1.n dotes. 

ci6n de Fuctor Reumatoidn purific.ldo .:l partir de 6U.9_ 

roo de pacientes con 1\rtritis Roumat.oiclc. 
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4.0 H I PO T ES I S 

Una de 1L1.s curactt>rísticü.S del FR involucra una reacCióu 

cspcc!fica de e:1te uutoanticuorpo con cpttopes ublcatloa en la 

porción FC de las inmunoglobulinus. Por ello sera pO!iible con 

tar con una técnica df? altil eficiencia, para purifica:· aste -

anticuerpo mediante una columaa de afinirii:ld, que nos pormitl­

r:i establecer üimultaneamnnte un método de alta sensibilidad 

y especificidad como ea el ELISA para su detecci6n. 
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S, O Hi>'l'EHll~LES Y t-~f~TOJJOS 

5.1 Mati•ri.'11 .')iol6qico 

So traliuja.ron con 11 Rllí!ros de puc1.H11Lc';j ...:an f,!'., q•I<~ --

cumpliocon cur1 los critcr·it,s intc:rn11cio11a].en p~rn integrnr -

los dent:ro de cslü LiiJn <le enformed<1cl (43). 

de agl.utinaciún cun 15tc:-; { Rt1¡d-Tex H.f" Duhring ) • 

11.demlis :_.;o rnnnej~1ron 5 !ilwx:os <lo sujetos normal(_nJ il los 

cuales l:ie les rt:!ülJ:tó pi:uviu111..._:1,Lc. l.'.! p!'""11•·~1,., <11· a.__¡lutinnr:i6n 

con l..'1tcy, resultando nag¿_¡tiva. 

5.2 METODOS 

El trabajo se dividi6 íundam0ntalmcnt.n en 2 parte:=;: 

I.- Purificación del FR por. cadn rm1estra. 

:u. - Dctccci6n del FR purit:icado por "!l método d 1_! r::J~ISA. 

PAR'l'E l 

Se programar6n 3 difcri~ntcs m6todos, ;::iarn logr.:ir la pur_-i 

ficaci6n del. FR, y para ello se- decidi6 trabajar iid(~l..:i.lrnr.rnte 

con 5 muestras rcprcscntntivas par3 poner a prueba ].15 3 m6 -

to~os y elcgi,r. el 6ptimo para .lon f.ines de esto trn!Jajo. 

El diagrnma de Lluju y<.:..:.; .:;;: ~._, .... t> .. r"l .,..n fH!quida lf:J9.l), 

nos muestra los po.::;os qui'.! se Biquioron par<i cada unc1~• de los 

ensayos. 

Como so observa en la fig. l., un pa90 fundumental fue -

la columna de (,finidad para capturar FR. Para C?ato (uo nece­

sario purificar previo.mentt! l.gG U.e conejo, ·qu,... fuf> la que -­

nos sirvi6 como "antígeno" principal para acoplarlñ a scpha­

rosa 4B y lograr la puri[icación de ln que en 1;;1ste CilSO co -



Elect:rofor:esis en gcl1"'s de 

acr i l .:unidil al 10 '!. con SOS 
-¡ 

poli-

1 

Ensayo de F.LlSA par FH Ciase lgMJ 

ri'J. l Oiaqi:-ama Cu flujo para la purificaci6n y car.acteri:tación 

del FR. (MGtodo I, 11 y 111) 
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5.2.1. l'uritic~H~1Gn dr· l<l I~:r~ de corn.~jo 

pos~ se dividen '-'ti espt!ei1Icn~~ y nu ··spcci1S:coLl. Lu~; 1~1.:'il\,dO!> 

ospcciffcos, qpnr.~rdlmL•nlt• d,ln b:1jn t•.•:1di111h·nto pu1:v ..:on .i.lt<\ 

puroza, y tos i:H-'SPL'Ciíicos so b,<1s<1n L'n l.1~:: propi.·d,uh•s ff~;i_ 

ClUl del anticuerpo. En el prtHu.~ntc u·,,11,1·¡,, :••• t•1nµlt~ó l~~:t-c -­

t.'lltimo método pi'r.:t Ql cliSl.'UIÜC'ntn dt• la I9G dt~ C(Hl('jl> (44,.\5), 

Qiquicndo lo~ paso~ que se des~rib1~r1 

Precipit.aci6n con s~\s •• 1 33?. 

Se obtuvieron 50 1111 tlt.! HUt:ru fn_"lCO dtl t;Or\\.!jO sin iumu­

nizacioncs provi.,s y St'! colocarón t.'n un va~:o de µL·ocipit.:tdoo. 

En bailo de hlclo y con ~'l13itac_•l.6n constnnte !.>e lt.· :iq::t:gú 

gota a gota 25 ml <l1..• SAS. E:i.;t(' pr·~pa1·~1do !W .dej6 uylt.:mdo poi.· 

un tiempo minfmo dP 2 n 3 11r., co11 ol fit1 du cvitnr el ntrap3 

miento o .nrrastre mcc:ínico de otros cornpont'!nt.o~ del .'lucro co-

mo lo eo la albumina. Unil pilsndo c-stc tiempo tle t.~entrifu-

g6 a 3000 rpm 15' a 4"C { C1"!ntrtfuqa Dockm<rn Modelo •rJ-() ) : -

en seguidn ac decant6 el !>ohrorrndant-.e con bo111ba de v.:ic'l.'.:o y el 

precipitado se rcsuspcndi6 en 25 ml do agtli\ dcstil.:idci. 

Una vez hecho nst:o, so volvi6 n rt>prPcipltnr t~n la mis -

ma forma por 2 ocauionoi; mtíu y fi.nalmonte f)l tlltimo procipit.~ 

do reauspendí6 con agua destilada usando un tercio dol vo­

tnmon original del suoro. l\ continunci6n no (lializó unu pri -

1ncra vez en agua dcntiladn y en otros 4 cambios Em noluci6n -

amortiguodor~'l do fosfntop. O.OlM pll A, realizando los camb:i.o!.: 
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l ·15) . 

y.:t quo lct St?p.lt·,1c16n dt• ~H1,•;t.t11c\,\H l:nn cnt.t.• tipo .Jo rl·~•ln<.1H 

!>Oh dt.! qr~in t...·í~1:t:iv1d,td y •'l•nt 1.dd l ill.tt1 i--n ct~dnlo ;1 •;u pun~-

z,'\C.:\a, ñ9itando oc,i.B1onL'lllllt!lllt: ¡1at:<t t;xcllliL' lou fr~tt3n1cnt.afi 

finon. F.n tH."CJUl.d.1, fil' tilt.r6 el oXCOfüJ du .iqu;1 )' ~•n le adi -

cionnron 1~1 volumoJH.!íl ch., l!Cl u.5N pil 2. ,lQjhuilo .1.lJit.:ir lt.•at;.~ 

mc-nt(' l"On v:-iefn p<tr"I\ cl"~llJ<1:d f lear durc.01to JO 1alnuloH. 'l'r.ans­

curl'ido este tic!mpn t•P 1;1v6 con <-t'JUl~ dc-sionizndn hi.l::il.;'I; qu .. -.. -

monH'nln DO h1 ;1qrcq.;u·0n a Lt 1·uv t lhl 4~dl ml dt~ N.:tOll O. 5N pll ... 

11 1 agit~'lndo durantt:- )U m1n11tu1> lnnt;,u111·n1tu y b.-1]0 condicl.o -

nau de vac!o pnr~ desq~nifJcar. 

Enl\l pL'f!P<\t'J.do St~ filtró y rw t·t~ounpr~ndió dP nuf2va 

L!UC'nta r.n 4!)0 1111 dn Ni10h O.~iN pll 11 1 b(ljO ,19itac16n j-' V(lqfo, 

durant:o JO mlnutos. en EHHJUlda uc• 1uv6 con uqu<i cloaioniz;u:tn 

hil.at~' q1.11~ el ( i l tn1elo p ni~ .• en t.,, l':Í un plI do 1. 

Pt1r.1 r¡uu la L't.'lulo1u1 .1dquiJ:".lHT."il ul pll rcq1n"'lrldo sa f1 l-

ti:¿ui:..~11 2'J0 ml fl,~ f->11lqc16n m1101·t.i•Jll.Hh)l"~1 d•· (0Rf.'1t-._1h Uioz 

\.~l.Hi m:1s í.'oncL1nt~·.-1do al dt~fH~adn. l:!n ;:n1tc c•<u;o fua d(• pH ll y 
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1,·n. ,¡,. .it'in1··tr·• 1r~1--1nn, !111 i.1lq,~:nt .. 1 ~í! 

dc~J6 rL!cii·c1d.u !'PI" l.1 \:<du1n11.i l.1 ~:nl\Ji·1f.r, .1inni:t tqu"1d,:n·.;, de -

oq'.llli.brto (to:d,¡t\I:~ O,üiM 1.J: 11). 

V1!7. qu1.! u! lot.1l du l.1 1·•-:>s111-'.l ~~1h• .idic:-ionatl'1, folO dejó l'."L~c11·­

cul~1t 1~1 i.c.l¡¡<ci(q¡ •I< •'qtti l1br1ci h.1~:t-1 qll•°"1 !'ht obtuvo 1.·l 1r:l!lmo 

pll de tH1t1-.1d,1 q111~ d1~ !'l,)j id,1, 

Arlic1<'"'n d." l.i 1mh!i.tr.:1 ,1 l.-i. col11111nii th! 111-:Ar·:-cr.lulr•~--.,, 

i\l I-H"Ocns.ir l<l m11t:.ntr" !l•-" t.1.Jmó en ¡;•.1nnt:a qut-! IJ•>r cnd.1 

9rilíl\O de rcsinñ uc fh'[Jtir;in ap1·nx1n1,,;dcm1,.nt•• Jno fil:] d1.• pr-olc!n,, 

(fH;~qan ospecifi1;1u.:ió11 dLd fub1·lf~to11t1• \-Jh,1t:m~--in OP.-24). fh::i d(~Jd 

íJUt.:! la solnci.''ín du lll~p;ir.:iet1".i11 (f<.llilett.on ll.OlM pll 11), >ilCiHH'-il­

r.1 el bot:d1} uupertot· d1~ l,\ 1·01.itrl<i y ta~ l" .idicionó ]¿¡ <.'<tntl -

Uad preci~u de l~i. 111111,st.r·.i (cud11tiiil!"1di1 pl.11· ol mtit.o<lo 111• Low·­

ry), por" l.ttfl pnredns. dtJ l..i columna. 1·;11 l!"Ht.t• t~a~(~ dt'!biUo u que 

so.lo nrlfi inton~i:rnh<"\ puri fic,ir 1.;i !gr. de 1.1:¡ dumtiu y:luUulint4», 

nn hui.lo ncctnl.tdnd do ha..:!er un yntdienLo do concontrcici6n 6 -­

variaci.6n dn pll de ld soluelón. 
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CH1l\oi; de J ml, " L.l~; Cthd<':i :-;1: lP1, hizü l<t ~h..>t.t~c~:i6n efe; prp. 

tr!Ín.t~> ('ll un 1!8pP1'( t·nfOt(~•ll\•:l r1> {l'lo•cJU\td;ol .1 ."'!IJQ Flfll C::l'.-1ll 111;: ·-·· 

U.V. 

El picu th~ <!lll~tdn qu.- f1j>!> "''~n,1\lí i.1 ¡•11:;a·11c·,,. J,· ¡~i:utr:'i-

(uc rn41lizacto '' ·l''C, 

Lll pllr i í it.:¿",c1611 dP lll .[qG humrirhl tH.· r0ul 1.~~6, l!U1p1<·<"11Hio 

pc1c lü mi1H1tO!~ i-lt•). 

ai!ll~H\;1!1 tH! l l<~~·6 a cal1P nwidi.i11t.1• itn<1 tinu.•bd de 011chterl.:Jny, 

y 5~ cor.rob1)1·(. cun un<1 u11~ct.rnfon~n1n en fJ'.!lPt: Uu ¡,--... li..lc:ri1-

mi<l<i tH1 prcsvnc iñ de sns, Y•' q'-H~ (~st.:1 to'!cn ic,1 reprosQnl<1 un 

mf.~todo an.;ilit:.i.co de muy <.llt.:1 i:c::r;ulu.::ión, '! put.·th-. propnrcio -

n~"lrnoH in!orrnos aGei·c,t dol t.amiltlo, r,onform .. 1ci611 y curqu de -

lns mol{1cul<H1 scp<.tt"d<l~i; (47). 

drt.o!i, Uul u.¡ .. i..1r,,to df" 1-.}p<~t1·nínr1H;i~ (Pr'1.>t.ean 1.1 .Sl.::b Coll. -

Oio-Rad), y \1t.Lli~ando Hepn1·a<loros de 1.5 mm de qrosor 

formó un ~h\ni.lwii.::11 con rlimensilJnen dr. lG X 20 
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1. ~' .... 1 pll s .1l 

SOS L\l }{i:.i.. 

f\qun d1..•s t i !.;1d.-1 

'r!':MED 

tom<l!'On 31.S ml de la r:;~'71~1;; <J.nt•·:r·•c.·:· y !~l! \."~rt.1L1 v~.:_:v !,~, 

pli!Cl\S d.(• '\:Hirio <'ViLLlndu };\ .:::orm<'1('l/>n d·~ bc.:rbtljú!i. D~~spu(:; 

SOS a.l lO't 

.<\gua dc.sci lúd,• 

Pcrsulf:1Lu Ut~ ,1nH.:in1u 

u. : 

~' • J. J'.I • 

TEMED o.ul ml 

NuC>"!..'ilmontc c.t::· elirninó el ai.re d» 111 me,:cla con vac!.o y -

agitación c~t1r~n~t) 1 1nLfiUto, y el prcp~cadc G~ vorti6 ontr~ 

las p1uc~s <lo vidrio sobre el gal su~~r~d0x ~vit<lndo la [or-



Se pcrmiliC. l,t pc•ltm<.:'1·1·.-:,lt.~\6n (~\;1,.r1íc' :~o r.;11.ut••'~ '¡' ,,.,., -

TRIS-HCl 0.125M plJ 6.8, SOS al 4\, UlicartJl ~l 20t, 2 in0r 

do a 92 ~e en un baño do:.~ <.tgna durilnt.0 ~. minut-os. 

tracl.6n dt~ protr>)'nas .'\ la que se .:l.just6 cada mucstr<:1. 

La separación ch~ctroforéticn dí.: t.:is mUL'$t.Lü<.> .:...:? r-~·'llizó 

a una c•>rriantc constante de 30 mA por gol con incr.:.-mcnt::o -

gradual del vol.taje de lvU .:i. ·~~O vnltr;, durante ~pró>::im~ida.-

mente 4 horas y on µrescncL1 ele solución ur.iortiguadou1 -

da 'I'JUS 0.02SM, Glicina O.l92M, !::';OS 0.1·~ pH 8.3. Lit tempQZ:-<l-

tura s~~ regul6 con un sist.cm.:.1 üe rr.d::rig.~r.:-.ción a U11<'.l cifra 

Tinci6n con N.!ul de Coornussic 

Al t:.~rt.linax lü ~ lcctrnforcsis los geles f\.\cron sopar ti dos 

de la.a placas de vidrio y f:.teron teúidos con una sohtc16n J.t::. 

uz.u.l d<? Coomassie <t.l 0.125% con mctanol .:il soi y ácido acét.!_ 

e~ al ioi la cual dejo agitando toda li3. noche. 

El exce .... 'J de colorante se t~limi.nó con ca.rnbios succaivos 

de ,,..¿1~c!f"n <'\moi:tiguadora dccolor.ador.:i de mütunol al 50'!. con 

:leido ac~ticn <ll 1v·~. 
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obtu\•i "ron, por lo ~iu•.: fLh! th·cr~i.o,i.rio 1.'{}J'I"Cr ¿¡] r:u.s1~.n tiempo 

cular conocitlu como m<1rcndore·s d•• í''"'~1(1. 

Unu ve~ L.:¡U•! tiD comprob6 la pureza Ü•! l~i. IgG de r."1Jnejc, -

procedió al dCOplamiento de cnta inmunoglobul j n<J .:t la !'".e-

phd.rosa 4H, pura obt".ener lo qui-< no:Jotrr),s clenominan•mos en· -

lo subsecuente como "Colu1:ma de Af:in.iJlad p.:tra FH". Como pri-· 

te manera: 

S. 2. 5. /\e tiv.:ici611 d1..~ l <l .S1...•pl1.:i ros.:t 4B 

Se pesaron 20 g de l<'l. scµharosu 4B húmeda (Phu.rmao:.:i.:1) ,-

y se lavó pet:f~ctamcntc r.:on agua destilad;:i fr:ía. En u:~,.! e.:\m-

puna de extrucc.:.ión se le adicionacon 2g de Bromuro dL: t:~.unr..l-

géno (CNilr - Pharm.nciu), 

to el CNBr, st~ J.lcvó « un pH de 11 con un.::i soluci6n d'.'• l"l•10H 

2N, mantoni~ndolo constante durante 8 minutos. En s.C'guidti se 

G.ltima vez con NllHC0 3 O.lM. 

Para el acoplamiento del nntígcno 

la sepharo.sa activada por filtración y 

separó el 'J~~J d1' -

añadió 

igual de soluci6n amortiguur.lora do carbonittos-bicarboni.lto:-> -

O. lM pH e.~ ?1.::i.Cl O. !::iN '-iUe contenía de 5 a 10 mg de~ proteina 

a fij.:ir por c.:.:i.cl.:i. ml de yol. t::n Sc'Juid.:i se mezcló po;!:· inve1: -

si6n durante 2 hr a tt.~mpcratura ambiente, siendo importante 

mencionar qua nunca so deba de usar barrü magnética para las 
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agitacio11eD, ya qtto se puedcr1 romper las ef,felu~ de ld ~ephü­

rosa 40. El exceso de J igu.ndo se lavó con el t;1mpón de «copl.i!_ 

miento y bloquearon los grupos activos con amortiqu.:idor- ele 

TRIS-l!Cl O.lM p1J B.O dura11tc 2 hora9 a tempu~atura ;1mbinnte. 

Este pruparado se filtr6 y lav6 con ld soluci6n an~rt1guadorn 

de fijaci6n, en 5cguida. con una dn ,u.~•!tatos O. lM NaCl. O. 5M -

y finalmente con )a soJ.ucíón amort:iqua<lora de fijl'.c16n rlC' C<l.!. 

bona tos-bica.rbon • .::.tos ( 4 5) • 

jaba al adsorbante, se hici.~ron cns~"lyos piloto usando o.licuo-

tas de scpharosn 4B-act·ivada con cantidadc~ vuciil.ble~J de-1 .:i.n-

t!gono ( 16) . 

Para loqrar los objr?tivos de purific.:..ciSn df.!l. FH por el 

m6todo II, fue nccesariv prcpi.lrar un.:t colt1mn.:- de exclusión -

dcx G-200 {P~a~m~cln Fii1u Chcmicalo), tomando en cuenta loo 

11'.mite.s de cxclusi6n que nos permiten separar con mayor efi­

ciencia las inmuncglobulinas s6ricas y de astas la lgM, que 

es a la clase que corresponde e.l PR. 

5.2.6. Preparación del Snpllddcx G-200 

Para la pr.eparación del 13e1 se pesaron 3q de scphndex -

G-200 (Pharmacia Fine Chcmicals), y se le añadiúron 200 ml -

de solución amortiguadora de filtración de ac~tatos O.lM -

pH S: se agitó suavemente con una varilla de vidrio y de­

jó reposar durante treinta minutos en un baño de agu~1 hl.r -

viente por 2 horas. 
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se dccant6 y su volvió <1 l"LH.rnlpl,:izar la so1uci.·5n amrntiqui1dnca, 

pero en est<1 oc.:1::iión a b~mpc1·c\tllt:i:l cunbiontc. Po:;l.\·l·iormentc -

se climin6 ol .~irc prusc·ntf! (;n el gol mPdiJnt.._~ l..l. .q~licür..:iú11 

de vac:to y i11101 VPZ que el pr1.."pLtrado cstt\'.JO pc•rf<~ct'.<1mcntc dea­

reado se vertió dentro de una colunm<t de vidt·io de 7U cm t:h~ -

largo por 2 cm de di:imct:.ro intf~r.no. Et vaciLtclo en t~~;t.c cante-

hizo d~ un solci paso pat:a evitar púsiblr!S estrnliCi-

cacioncs o fcrmación de bul."bU)as. Fin.ll.mcnLe se ck·jtj 

la solución amor·-iyll·H.lv.Lo..1 (...;.CL.'. • ..l'..:os 0.1:.,.. ¡•1! 'il \i,i·\J · ,,btt~nr.r· 

un flujo constunt:.c {45). 

5.2.7. Dc!3.arrollo l>r<lctico de c,~da urio d·~ 10~1 niétodo:o; 

¡.H1ra 1;1 purlficaci6n del Fncttn· Hcum.iloi<lC' 

METOOO I 

l!:n &stu t.ócníca se p.1rlió de 3 ml <le ~uero p1.1r p<.1ci.r2ntc1 

y se prosigui6 do la s.iguient Ln columnn de aL1nidatl 

p."lra FR se lavó perfectamente con POS ha:JLl que se rcr3ü;tr0 -

una lectura de coros a 280 nm en luz U.V. En seguida ~e .:~olo­

caron 3 ml du suero sobre la columna dcjt1ndolos n~cii:•.u l.ar -­

durante 30 minutos a temperatura ambienta para posteriormente 

dCJar ios iru;uLuL. Üul..J.n L..;. :? 1 t'.:: :J. 1 º1:' {., li ,.t R \ , 

Dcspu6s a~ ~ste paRo, se lavñ la columna en forma exhau~ 

tiva con PDS (aproximadamente 150 ml), hasta que no ne regis­

tr~ra la pres~nc~n <le proteínas a 280 nm en U.V. 

La separación del anticuerpo adsorbido se real i z6 con uni.\ 

solución de glicinn-HCl ú.2M I?1i z.a. 
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r...a scpai: .. H .. ~i6n d~·l .1nticuer1m :i-!:~orbi<lo t;•:: rc-;1!i:· .. :i L'On ·­

una soluc1Cin de gJic.t.11.-i-!ICl O.!M !'11 2.9. 

bt·e 100 l de 'l'RIS 1J.2M ~,¡¡ H.tl. 

La. concentraci.6n de p.::nL.•1:1,1~; de ]<1~ fr,1c<JO!h·s r<;c:,;,.1lcs: 

t-idas se leyeren a 2HO nm c·11 U.V., rt~unit·ond.-) t.-1,, q1J•1 ~:•Hlte -

lar, par.:. 11cvur .:i un vult11:1t.'n (1n.:J. l dL~ J ml. Cnn el oh:1•:·h1 de· 

¡:'robar la especific:i<..idd t.l~ l.:i columud ~e recirculó el ¡;uci-u -

de cuatro sujetos sanos, obsurvandn que no !1abld cnptur.1 dr~ -

nnt.icucrpos. 

METODO ll 

En estJ L6cnica se partió de 10 ml ctu su~ro por pacionl1e 

y se prosiguió de la siguiente Inicidlmc.!nte se prcci-

pitaron las globulinas totales co11 SAS al 40~. concentraci6n 

ci6n del FR (40.48). El prr><:ipit.i.no fin,"ll s•:- di1?i:.:6 con J -

diforcntes cambios: el primero contril agua destilada; ol 

gt1ndo en PBS y 1•l tercrro en t7ontra de soJ11~iGn amortigu~do-

ra de acetatos pH 5. Estas gam~globulinas precipitadas fue -

t:ou 6eparddd~ en un segundo puso l~n una co lumr.a de sephndt?n 

G-200. 
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pc>;o molc1~ u l .:t r 5,• h 1 z,, con muchci •.'U J .:!,ltlCJ l ""Jr<1 

SllfJ(?rficie y e·;itar lnt.~·rf<':·1r 1~11 ¡, clu,_·i:Sn di· la:'> irununn"Jl!''. 

bultnas a lo larr_;o dt>l curt 1n1.t,.>11to. 1 •. 1 1 ... :coJ1;cc!.(Jn de· fr.,u::ci~ 

de TRIS O. lM pi! H.8 . l..'.on este m6tndo :>•: r.-••cnlo:·•:t<1r·rH1 ill 

también al FH <lv la cL:.1.i_;r.• IqM (4~,). 

I:n !'>f.'C_!llndo p;1su ~;.;• dC'bE~rí,:1 dduorb•.'t t~l di,,lizadc. [Jl)L' 

l.i col.urr.n.1 de• ,i.f1nidad !J"~J"Fi !-'H 1 con ld fin.il i.·.l.1;i dP SPp.·.irar -

el FR de J..i cl.:r.::_;p M de la T9M no I'H (4H), Sjn er.1bargo, debido 

les por lu columna de :;(•µhud1:,x G-200, fue muy pobre .~ntoncuz 

se dcsc~rc6 en lo subsccue~te eAt~ m~todo parff la p1iriiL~c1 --

ci6n dr:l FR. 

M!:::'IOPO 111 

E11 e~~te m0.tudn S•.! !X'rtiij d" 10 ml de ~ue1:0 rw•r cada pa -

ciente y se prosiguiG de ln siyuiente manera; se precipitaron 

do l~ m~nern ~~ffrri~~. Al obt•~n••r et Oltlmo precipitado este 

fue rcsus~ondido en 5 ntl dr: Pns, y 011 seguida su a<lsorbi6 poc 

columna dr ~fir:idad con seph~rosa 4B l~ cunl tilnl~ acopl~ 

dit prOtt:!Ina A de §.·-!!.~E.9l!.§. (Sigm.l Co. J. El prm:cditn.túnto por 

el cual se tu.zo la adson . .::.ión por e:;L.t ..;ulu11111u Cüt"' ulrnilut. ul 

c.mpl0udo en la columna de aíinid.td P<t1:a l·'H. 
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Este proccdimit:!nt.o :-.,_, r•~alLzS e,:;:-:-, el objeto di:.• !:i<!p:;it·.:ir 

el FR de la clase IgG dt.!l FR de l<.1 c.l.i~L!. lgM de ·dn~ man1!n1 

m~s r'pida y eficaz (40,48), ya qu0 ~l primer ~nticucrpo ~a 

capturó directamente con la prol:t·~.fnzi /\ y el I·'P. de ld cla.::>r: 

IgM ne obtuvo er:. la porc:i6n •1uc no se fi jú ü la columna. 

[,a id••ntif.i.cat:!"it>n y car.:ict0::-i~~.:!~'l..t::1 (.?Qt í-'H nht.•·11it1·• por 

los diferentes m6todo5, ::;e rcul.i zó m~dL1nte prueba de -

Ouchtcrlony y una ele<"troforüsis en gol de poli~1cril:imLJ.1 

al 10% en prcnencia de SDS, la cual y.-1 hn sido previamente -

descrita con detalle. Bn c~te estudio s~ corrieron en (o~ma 

an:iloga 4 pro~cínas purlls de pe.so molecular conocido quP so 

emplc;iron como marcadores de pef'o. Est.:is r"'!ferenci..;is y lon 

FR estudiados fueron tef .. do.o; con azul de Coomassie al. mismo 

tiempo. Las proteínas puras qu!"..4 se cmpl.caron fuoron l.:is si­

guientes: 

PROTElNA 

Lactoalbúminü 

AlbCmina de huevo 

Albúmina bovina 

Fructuosa 6 P cinüsa 

PESO MOLECUI·AR Kd 

20 000 

·13 000 

67 000 

94 000 

Para obtener el valor do Rf de cada uno de los e:xperi -

mentos, se midi6 la distancia del recorrido dP rfldn. Hno de -

los gel.es teñidos, as.t corno la distancia dPl rccorr.Jdo de -­

l.os marcadoras y, estos resultados se graf.icaron contra el -

1ogaritmo del poso molecular conocido. 
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~nul~1: 

Rf ,,,., ------------·"-.-·- ·---------~ 
Distancia total ~~corrid.1 

Para obtener el pú!>o mulecular de c:<1da u1v1 de 1.1~; b~tnda.s 

problema, corrcspondiante a c~d~ uno ~o las r1t pu1·ific,,do~. -

se cal.-::ul6 el valor del Rt ::· ~t.-: illlt~rpoló cn la g:::.:ific.:i corre¿:¿ 

pondiente. 
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P~\H'l'E 1 I 

5.2.H. 1J1..•te1.-·c1ón del FH pui·i fie.ido pr~i- •-1 M6t:odn ;.l~ l::LJS,\ 

<.•mf•l•'Ó t>l m~tn1lo do• l':LISA ti•• ,)<~u,·~rdn 

a los siguientes p~61.-•t1: 

L,1 concont.1.aciún ti•! prot1.:.Ínilfl de cada mu~~!o:lJ u f<ll . • 1 · .Hl.t 

de PH, previ-:uncnto se .:tjtl~l6 u 

UthtllÜlJ mótodo de_> Lowry (Ví.•r. anexo). 

Par.:1 scn~ibi l iz.:ir .1 U$ plncL1s d1.! poli1~:s t:.i rc·11n í Nnn.:---1 n l t!r­

med U.5.l\), Sü adicionaron JOO).(l de- TqG nun~an.i agrcg<ld:1 ¡JL·1· -

c.:ilo1:, i1 una concnntr.1ci\'n th• Gu,J/9/ml (~n .9<:1lución mnor-tiguu 

dora dP cttrbonclto5 O. U5M p!l ri. b y 0:1.! .i.11.:-un~11on <luri1Ut.c 24 ho -

a blo.::¡uca r los si ti.oc de uni6n con 100 Jt 1 dt:> PDS-'l'wecn 2 a con 

t.eniendo albumina bovJna (Sigm,·l Cu.) r1 1.:na conccnt1·.:ir.:16n dl: -

10 mg/ml dUrQntr 2 llr d 37ºC 6 24 Jir a 4°C. LaG plncan se la-

Vltron nuevamente con PDS-'l'Wt.!P.n 20 al 0.05% y se colocaron 

de 6)/g/ml, diluidas on PDS-'l'w,·:cn y se incubaron d11rr1n• r> 1 h~ 

ra a 37°C. En scguirJa, se lavaron 5 vece a mfts y r;e ud t• ¡ 1}n,01ron 

100 /.[ l de anti-IgM hum<.tn~1 marcad el con pero>' i 1.1.:H>."1 ~1 1111:• di ln -

ci6n de 1:1000 (Sigma Co.), que fno la dilución st~leccionadn 

como la 6ptinw pdt"il ost···· r>n!"la~•'.l, E:;;l.:i inr.::uLac.i.ún Bt~ realizó 

durante l hr a J7°C. Por Oltima vez st: l~varon ldH 111~cas y 

ac les adicionaron 100 J/.1. dl'..•l sustrato para pcroxi<lasa.; con­

sistente en 4 mg de or-to-!i.:-nilendiu.min.1 {OFb) con 5,l/.l de 
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peróxido de hidrogéno en 10 ml de St">lllC"i6n nmorti.;uu<lol:.t - -

de citratos-fosfatos O. lM pi! 5. La rcacci6n cm~imiltica se dg_ 

tuvo a l.oa 10 minutos con .la adici6n de 50)/1 de H2so 4 2.S M 

y el desarrollo de color se registr6 a 490 nm un lectoL· de 

placa~ de ELI~A (D:¡11iltech). 

A cada uno de los purificados su les·:reillii.'5.-.lan, pruCbas 

de 1.§tex y nefelometr.ta (NF) para FR con el objeto do h::icc-r -

una comparaci6n da estos mét.odos. 

5.2.9. M~todo de El.ISA para cuantificar la cantidad de 

IgM pr.esente en cada uno de l.os purificados 

Para eatablecer la concuntración total de Iq.M en las --­

mu~stras estudiadas se e~tableció un método de ELISA, siguien 

do los siguientes pasofi: 

Se scnsibil.izaron placas de poliestirono (Nunc-Ii termed­

u.S.A.) con lOQJ{ l de las muestras a ~studiar a untt concentr~ 

ci6n fija de 6j/g/ml (cuantifj_cadas por el m~todo de Lowry) ,­

en ~oluci6n amortiguadora de carbon.:itos O.OSM pU 9.6 durante 

24 horas a 4°C. Dcspu~s se lavaron las placas 5 veces con - -

20íl)./l. de r>Bs-Tween al 0.05% y Ge bloquearon con _lOOA'l de -­

PBS-Tween conteniendo albúmina b?vina a una concentraci6n ae 
"io mg/ml, durante 2 hr a 37°C o 24 hr a 4°'C. Las placas t:ie -­

lavaron igual que en el paso anterior y se colocaron 100)/l de 

anti-IgM humana marcada con peroxidasa a una diluci6n de - - -

1:1000 (Sigma Co.) en PBS-Tween durante 1 hr a 37ºC. PosterioE 

mente ne lavaron estas placas 5 veces y la reacción antígeno -

.:inticuerpo se revel6 con 4 mg de OFD y 5)./.1 de per6xido de hi­

drogóno en ¡o ml de solución n.mo.rtiguador<..1 de citratos-fosfatos 

O.l M pH 5. 
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La reacción cnzimtitica se detuvo a los 3 minutos con --

SO)[l de u 2 so
4 

2.SM y r;e reZllizñ l<! lectur.a de ELlSA a .:90 nm. 

Como estlindar se incluy6 una IgM humana semipurifi~ada -

de concent.raci6n conocida, usando difercntt:?s diluciones para-

establecer una curva de o.o .. contra conccntraci6.~. 

Para corroborar la especificidad del ensayo de detección 

de ~·R se diseñ6 un ELISA control que se rea 1 iz6 de la siguie!!. 

te manera: 

Laf; placas de poliestireno (Nunc-Inturmed U.S.l\.), se -­

sensibilizaron con 100)/l de extracto de ~.:._.!.~t:'?.~1=E....losis (do-

nado por el. dep<::i.rtanicnto de Microbiología-INI::H.), a una conceg 

traci6n de 10 ,1/g/ml en solt:.ción amortiguadora de carbonatos -

O .. OSM pll 9.6 durante 24 hr a 4ºC (51). Posteriormente se la -

va ron las placas 5 veces con 200 )/ 1 de PBs-•rween 20 a) O. osi, 

para en seguida bloqut:?arlas con 100 j/l de PfiS-'I'wcen albC1mLna 

bovina a una concent~aci6n de 10 mg/ml durante 2 hr a 37ºC o 

por espacio de 24 hr il 4ºC. Las placas se lavaron nuevamente 

de la misma manera y se le adicionaron loO)tl de los FR pu­

rificados a una concentraci6n de 6 )/g/ir.1· tlcJ.1ndolos incubar 

durante l. hr a 37°C. En se·:Juida ln placa se J.a._.o ~ veces md::> 

y se icubai:on 100){1 de anti-IgM humana m.:l,i-f:.:tda con pcroxid:t­

sa (Sigma Co.) a una diluci6n de 1:1000 durante 1 hr a 37ºC. 

Final.mente las pl.ilcJ.s se lauaron por 11ltiron vez y se -

les adicionó el revelador de la cnzimu, consistent~ 4 mg 

de oto-fenilendiamina (OFD) con S){l de pcr6xido de hidrogQ 

no en 10 ml de soluci6n amort.iguadora de citratos-fosfatos 

O.lM pB 5. 
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La rca.~ci6n :.>e deLuvo a lo~ l~i minutt.•~; con SOJ(l dü --

H2 so4 2. 5 M y l.::t lectur,..,, S(Y rcali:~ó a 490 nm. 

En loa 3 métodos de ELISA antn.r:iormontc descritos , sn 

estuvo trabajando Pn forrn~ <lna.logu con 4 sueros <l•.:o .!.>t1jotos 

sanos, .:is! como con una IgM norma.! s~miµnrificada que fun -

g!.:an como nuestros conti.·oles negativos. 1.c'l dj J u~i6n de lo.s 

sue1:0::> normales para dichos ensayos .fut~ de 1 ! 250 y la IgM 

semipurificada se ajustó a una co:lc<:!ntración de 6 g/t'.11. 

r/:, 
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6.0 R E S U L TA DO S 

6.1 ldenti(ici1ciún y C~11::.i<.·t:cri~:.:iciún d<.:> ln.n l'Jf; 

Una vez obtenida l.:1 lgG de conejo y humana se i:._~ali:!..:.i.ron 

pre ;bas de Ouchtcrlony con lo:> .:intisuerns respi.'CtiVO!J, obte -

nicndo una sola banda dt:l precipitucj6n, de~;pw:!s dol lavado --

con citrato de sodio 0.17 M, qU<! ol imin6 la~: band;i::1 de prcci.­

pitaci6n inospecif!cn. fl.clcmán la car.:,ct1.~r.i zación (jf! la muer; ~ 

tic purifi8A<la <l(• ~gG <l0 l:c1noio qua ne ~mpl~6 pnr.1 prep~rar -

la columna de nfinidad p.:ira capturar FR, se raali~6 por elPc-

troforesis y sus resultados 

im§gen se encui:.ntra .t3.1nbil~n el patrón do co1:r:i:niento C'l.cctro­

for6tico de la IgG human,, put·ificada que se empleó en el mé -

todo de EL ISA. 

Como podemos aprcc iar tanto la IgG de cono jo como h"-•mann, 

tuvi~ron 2 :..;rndas de corrifllier.t:o corri.rnpondicnb:~s a .lns cadc -

nas ligeras y pesadas de estas inmunoglobulinas. 

6. 2 Purificación del F~-ict.or Reumatoid1~ 

Los procedimi.cntos de a:i s lamicntci del FR fl1<?ron r.:t.~aliza -

dos en 5 diferentes muestras de suero dunomina<ltt~1 en los subs!:_ 

cuente como sueros prolotipos. con el objctn de selnccionar el 

m~todo 6ptimo de purificaci6n de este autoanticucrpo. 

En general por los J m~todos (I ,II y IIl), se obtuvieron 

resultados similaren en cuanto a la activid<:t<..l del PH, pero cn­

da uno difer!a en cuanto a su facíl.idad técnica, grado de µur~ 

y rendimiento. 

I.a columna de afinidad para 1-'R en el método I operaba co­

lo muestra la fig.4. El picC' de mayor absorh<lnciü que apa -



reció entre las f:-.:ice.it)He~" iJ .1 IJ en l.'J qtw noll indu:ó la pr.!::. 

ser1cia del FR capturado an cada un~ do 1;1~ mi1cstrde prototipo. 

El comportamien~o de cadrl en~;1yo fue !19c1JmeiiLu d1Jeren­

to dcpendJendo de l.J conccntraeiún del f.'R la rnuestr<.J orlgi­

n.:.il, que varió ent1·e l u 2 mg/m1 por J~llH.rntr.J pur.ificadu 1 dete.s_: 

tada por el método dü Lowry. 

f,;¡ primCt"ü .f.:l.SC u~~ .id<)lllÍ t lC<lCiÓn de c-g!.r-g; f'U1"1 f.icildOS SP 

red li zó con 11n<t prueb.:i ~n Cu...:Ji t<.:r l.olly, cmplc.:i ndo co!Ilo un tl sue­

ros una ant.i-IgM humana (Sigmu Cn.) y 11rrn .:i.nti-T(_IG hnm"llH (~:.:.s. 

ma co.). 

El corrJmient.o cl.ccl:rofor6tic" de los r-'R prut:ot ipo quo St=' 

obtuvieron cada muestra, una vez qun fue-ron .:.1dso1.-U1dos por 

la colun!lla de- .:ifinidi.id, su aprecia en la fig. 'l. 

En el m~lodo 11, a~ obtuv6 llna qr5[ica de ~enor dcfini --

ci6n que el mót:aclo 1, para c.:ida una dt.~ las muestra¡; proto-

Lipo de .::uyos ejemplos .ue scilaln (•n lu fig. ó. I~a 1.cndcn­

cia fue la mlsm.:i p<:•rtt toda~; la.s mucstraa ¡'.)rototipo y c~omo po­

demos apreciar se obt\1viccon ditarcntes picos tal y como 

espera en una cromat.ogi:.:1rí~-i do. pc~o molcC'ulnr.. Ademri~ ln 

contraci6n de protctnun fui: mllcho menor al obtenido por i..'l -­

método I. 

El corrimiento olPctroforfit1co del f'R 4ui:. se obtuvo nl -

.final de este método l:iC muastra en Ju fig. 7, destacando en -

olla un<1 grnn diversidad dt~ banda!J, dcbid.:.ti d que desde el -

inicío no ne obtuvo una buon<'l rnsclu...:.iún en los picoa del -­

eluaci'o por l.3 col.Jrnha Jo:.= aepJrnctcx G ... 200. 
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peso en.Kd 

67 000 
a1búmina -

humana 

43 000 
.1;1lhíimin<1 ·-
de huevo 

30 ººº anhidr;'lsa 
carbónica 

~ 
:ilo_~·: 

52 000 

; l. 

26 000 

¡ 
¡ B 
t ...... ,;;. e 

r·iy • .l Pat.rún de cor=imient-.., Plectvoforf;!tico· <le­
Al marcadores de P.M. conocido. B)I~G de 
conejo purificadu con Sfl.S al 33'(!,. Cl IgG 
humana purificada con SAS ul 33%. 
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Fig. 5 A) Corrimiento clectrcforctico del FR cuptur~"tdo 
en lu..s muc!:Otr.:.i.r.; de: nu~~'") f'!"'>totir0, f'"'r Pl 
método I de put•ificnci.ón. B) Marcadores de 
P.M. conocido. 
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Fiq. 6 Perfil del clu;1do de gamaglobulin<1!1 tot.'ll;_~:{ di~ una 1auuet:.r11 
P::t ponit·.t.vo por J.a column{J. de !o!Cf'ha.tlex c:-2~iO. 
El pico A to6r.lc<.u11ento corith~nc dl F'R clnr.e M y et la I~¡M 
no FR. 



69 00.Q.._ 

56 ººL 

28 ºº'º-

-,--;,";,· 

4 5 
1 -----

67 000 -···. '!'. -alb. bovina 

~· '1l 000 
--?lib. dt.• 

h\lOVO 

30 ººº ..;.,,,,..¡;·,, - anhidraea 
carb6nioa 

Corrimiento electroforetico del primen• pico 
do ..:.:luc.l.Gn., obti::nidD dC! l!\!: !lmes-tr"~ rrot-n­
tipo pa.i;a purificar el YR cl1rnc M por columna 
de sephadex G-200 (m~todo II). D)Marcadorea 
de P.H~ conooido. 
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'l'dnt.o ¡'JO!' c·.l l1d¡o L•Jlldtm1u1il(•1 1.'(.>fli'l 1·c1: 1,1 t,tlL,t d,, pnt·.a·~. 

:r,u do f.l:.St .• :-. FU <h·nc~11·t.i111ot• f"Hlr nii"'t'''lo d•1 ¡11tt ifll:;11~i(Jn, ;in lns 

Cuu l~l mt~todn l ll vl t 1Pl• th· q1·f.fl•"<l l'•!Jll:<'.<;1~111: 1t1vi:1 qtlt.• 

df~ m~yot: o"\hfiCrbancin l\O~l IMlt.'C;-1 la prt!Hl~r,r.1.'I d,-. l·'H th• !.1 i:.\dSP 

lcJGr nd1~ntri1!1 q~10 lc1 [r.:1cci6n que n,; ::1; ln111·ó c.ipLln-dt- í:u1 1·u_~'. 

l.:\ H.luct:-rnt1.:irns.L; pdL"il. 1.:1 c,'\r,1<'t••ri:.:.H:i6r-. d"! FH <h1 J,1 cl.t1t10 

TgM .:¡e oncuontr<t f'll 111 fiy. 9, donde nn e'Jid~!fl8f<l clc1tüun~ntu 

un buen yn.1do dn p111·ifie.-1t-~ión, y.:1 que nf'.lln h•'Y 2 banda~ 

r)"t:.:tJpo1ic.UentL?t1, ~;•~t;t1u ln:J m.i1·o;.•ddo;·._·N d;.; p1•nu 111olf.tC:Uli11·, a 1,1¿1 

c~dnnau t.HH..;<i.di.ia y 1 i.r_¡ortt~J do c~11-,, irnnunnqlob11lir1<1. 

6.3 Efici01lcl11 du loa üifüt"c~cc•o M5todoH 

do rur1!icaci6n. 

un po1~tim(~tro lle la. oficionci<l cte. la r:11n·.i.fic.tr~i6n par<t c.H!c1 

un.ti do lau fr<'!cci.oni.Hl obtcn.ld<Ul al final du lof; m6tod(.H1 r y -

III \.~uu .Luu1·011 10::i m.Ei!.1 uti.lca, se obtuvi,.:ran loo. nlaul tfldOR -

qu~ Rf' m11rist.ran t:.!n 1.1. t.:ibl;\ num. l . L.-u• ,;.i 11·.10 .J.:u.l,,H l'tl\ l~~tft 

tabla ent.lln dlldéHl p.'.lrrt un volumon finAl cln 3 ml para c11íl'<'\ una 

cit.' las muc~ti-.:\!1 y rc..·vol.:. un._l m~lyo.r CdJm...:iJdd prtrtl obten(1r FR, 

,'\l emplear la 1.:olumna de afi.nid.11<l doiroctam,:,r1t.:;, (m~todo I). 
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Fig. 9 Corrimiento e1ectroforctico de los FR clase 
IgM, purificados por el m~todo III- en el cual 
ee emp1earon 2·co1umnas de afinídad .. B) Mar­
cadores de P .. H .. 
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ac<::esiblP!.> ~•l lnt~o~·.':to.rio clini<.;o, como lo(~~ el :.k: iJ.•JlUtin.:\-

!:":LIS;\ ..J:.c.landarizüdo. 

p.rototi.po ob"Ccmidas por. lus m6t::odos I y I!.l; apr.cci.:i.rtdo tJUC -

solo dierc>n lectura:; poHitivaf; por l~tcx y NI" l..,""ts muestras del 

método I, que fuenron lñs que c:ontcn!iln una m"yor CQllt:~ntro.ciún 

de prote'lna:> y ur.an .:icc~siblc~ de cstudiAl~las p..:::r est:.as ti§c ... -

ni.cas. 

De los datan obtenidos en la tabla 2, se dúriva claramente 

que los rtJsult.ados obtenidoc por ELISA, fueron tn<:\yore.s en .las -

muostras purificadas por el metodo I, que como mencionamos, 

.fue el que dio una maynr cfivlt:HlC..l.a para su purifi..ca.ci6n. 

AdcmSs de los suet.·os ·1)rototipos, estudiamos 6 muestras -

adicional.es, que fueron /~rificadas poi- el método .t, una vez -
.' 

que fue seleccionado comO·:c1 más Otil. A estas muestras también 
\\ 

se los deterrnin6 FR por nef1l,lometr!a (NF}, a9lutinaci6n cnn -

látex y ELJ.SA. L~s rr.>sult.:1.doS, corr~~pondiontcs se. muestran en 

la tabla J. De esta mane.r.:i $e obscrvu que existi6 una relaci6n 

entre La positividad de los diferentes ensayos y en aluqunos -

casos donde 1~ prueba de l3te~ tuvo una pobre sensibilidad, el 

FR fue positivo por Nt:"' y ELISA. 
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TABI,1\ 1 - CONCENTAACION DE PROTEINAS TO'fr\LI::S PAR/\ 

Nuestra" Método lb Mútodo IIIC 

conccntru.ció~ ·~-:-

L. 92 

2 ! . 44 

2.BJ 

l. 32 

l.06 

l. 2 

o .. n 
l.10 

0.94 

o.76 

a - Fracci6n dP F'R ,,,i_~l::i_d;:: .:. f'"""' L.l.c U~ !lUeros 

~e p.:(..:il.!ntes con AR. 
b - Empleo de una so.la columna do ofinidad (seph<.1-

:oaa 4R-IgG.de conejo). 

Emple<J de 2 column•:is de afinid!td~ lu del mGtodo 

I y además sepharosa 48-pt:-otel'.n.:i.. A. 

d - Valores dados en mg/ml 
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'l'abla 2 - Ot1tcrmí1H1ci6n de l.'l ef1cienci a de los mútodas dt-.J 'purA 

f.icuci6n fl y llt) / dctcc::t;,ndc r.·1 FJ( pc11 . ..Jit~~rentetl 

¡¡tÚLorios. 

METODO l ME'l'ODO I l t 

--------------.. .. ... . . .. .. . 
Mt.:i. l·~n Flt IgM FH J'H FJ! lqM t-·H 

(lti.tcx) (NF u. l.) (EldS.l\ (15t.ex) tNF u. r.} {ELlSl\ 
n.o.) o.o.) 

posit.\vn 536 0.92 ncq~ neq. 0.76 

negativo 941 l. o neg. neg. (}, 7B 

negativo 404 0.88 neg. nC'::J· 0.66 

negativo 201 D.12 ncg. ttog. 0.64 

positivo 733 0.98 neg. ne(}. 0.72 

11 Fracción dt1 FR aísl.aO.'l <:t. p..i.rt.L!:" de los ausror. prototipo 

La detecci6n 
dilui.r .. 

reali~6 con lÓ do 1."l fracci6n s.~n 

La dctccci6n so realiz6 ajustando cado. una d.! las fracci~ 

nes de 60 9/ml .. 
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'l'J\DLA 3 Octermin:tci6n d0 FH .1 1~1s rr~1ccior.i:!s purifi-

codas en forma dd le il'..1nal, por e 1 nil? todo I. 

... 
Muestra f'H e ltitux} PH {NF)"" EH (EL!SA) 

·----¡ 
clase M 

u.r. o.o. 

positl.vo innuf. 0.86 

ne']<lt.ivo 231 Q.91 

nc!gativo 138 0.85 

negativo insur. 0.70 

10 negati\•o 75 o.ca J ll positivo 251 0.90 

• Fracci6n dr:! Fr aislada a partir de los suoros adi­
cionales, un,".! vez que se seleccionó el in~todo I, 
como el 6ptJ.mo para nuestros objetivos. 
La· detecc.i.6n so realizó con lOJ/ l de la fracci6n. 
La dctecc.i6n !lo realiz6 ajustando cada una de las 
fr.accionna n una concentración de 6f){g/ml 
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~os en l~ pru~L~ ü0 rR ¡Jor l~tox y NF. Ei;tus 4 et1nros y la -

tros controles neyativcJ~;, 

Los rcsultaüos de ELCHA de loz uucro~ ~1ositiVt1u y lu:; -

controles se aprecian ~n \;1 \·~bla 4. EstoG d~lo~ hacun clara 

una diforen'".::ia entre ,,mbcs t l.po8 <lv mu·::>~trz;c: con u1:.Ll 10ctur.::i 

menor de 0.12 de ~.O. (~n loti suero$ nf~tj;1t:ivos y superior <l -

O. 60 de O.O. en los nu-.:-ros positivo~;. I.ab l._._Lt~!·-:.:· de 

0.20 de D.O. coincide con los criterj.os du pruebas nnqntiv~s 

El ELIS/\ co~·rHoI, r1-.o.li.::..tdo en el tot.:i.l de l;;,i; muestras -

apoya el hecho de que el FR :J.ct..c~tndo (anticu~~rpo}, se un.f:a -

de formu i.!Spt::cifíca a el an\.:1gc~no 5Cnsi.bilizu<lo (I.gG humana -

agregada), ya quo cunndc las í·•l..ti:.:il.~ fur!rnt~ ~Ansibiliz<idas con 

un anttgeno diferente (extracto do !i..=__ .!:E~~-1.9....?i:R.), lai:; mueE_ 

tras de FR no reaccionaron, \Htcicndo cvi.dcr.tc pc1r las o.o. --

obtenidas (menores Ue O. 10) en todos los c~iso5. 

IJn 0.1timo pnrarn6tro determinado por ELISl\ fue l.a concen-

traciUn Ju !:;¡?~ t-:-t:~' riresunte en cada muestra, usando como 

csttindnr una IgM semipurJ.ficnda do concentraci6n conocid.'l.. 

La curvo ·linearizada p•1ra las o.o. obtanidas Cdl las <li -

fcrcnte~ diluciones d~ este estli.nda-c se presenta en la fi.g. -

10. La intcrpotaci6n de las n.o. con la concentración conoci­

da ·de I.gM nu!-i pcrmiti6 rl1:>tPrminar l.a conccntrac;l6n de IgM en 

cada una de las muestras pt.'obler.'!a con f'R positivo. 
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TADLA 4 - Rt~sultarlos qlobdlns de len cnzi.'lyos evaluados en lo!; tiuer.us ori9Lnalos 

en las fracciones de FR aisladas por el Método I de pu:~t fi.caci6n, 

Muestra 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

T!tulo de FR por 
Hite~ (suero orj_ 
ginal} 

l:G40 

1:1280 

l: 6·10 

1:320 

l :l280 

1:640 

1:640 

1:1280 

1:640 

1:640 

L25ó0 

negativo 

negativo 

negativo 

negativo 

Prueba de l.!ítex 
a la fr,i.cci6n 
p\..1ri fi.r;Jdil 

positivo 

pos.iti-.•o 

negativo 

negativo 

positivo 

posi tj.vo 

n~gativo 

nc-gativo 

negativo 
negativo 

pot'litiv;>* 

negativ~#> 

neg.1tiv~.,. 

negativ~ ... 
negativo 

NF a la frac­
ci 6n purificf:!. 
d."l. {U. I.) 

530 
¡:qi 

404 

201 

733 

231 

133 

75 

251 .. 
nc.~gativ~. 

negativ~. 

ncgutiv~* 
negativo 

FR cla:-;e M 
il la fracción 
r.;ur; i.ticad~'1 

(D.O.) 

0.92 

l. ú 

0.08 

0.72 

0.9~ 

0.86 

0. 91 

0.85 

D.70 

o. ti~ 
0.9ú 

o.;;o 
o .14 

0.12 

0.13 

Lnt> muestras del l. a 1.0 corr'isponden a pacientP.n .... nfl ~P 

Las muestras del. 12 a 14 corrf?sponden a sujetos súnos 

La ··muBstra 15 lpc-rtt:-n~c~ n l.i. IgM hum.:t.nu somípuriflcada 

muestra original 



TABLA 5 Detcrminaci6n do IqM por EL ISA en los FR 
aislados por ~1 M.Btodo l ~e purific,"lci6n~ 

f ""º;"·· 
o.o. --){g fm:;:----1 

.IgM toto.l 

l.03 7.47 

o.ao s.so 

3 Q.95 6.79 

o.as 6.i; 

l.1.2 a.z5 

l.02 7.39 

l. 2 B. 93 

1.1 a.o 

o. 9: 6.53 

10 0.95 6.79 

11 0.99 7.D 

• FR aislado 8 partir de sueros de pacientes con 

J\R, 
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7.0 O 1 S C H S J O H 

l::l·FR fue idcntiflc<1du uri<..Ji1i.1lm•:nt•.• po1·· Ceci l., Niehol.S 

y Stainsby en 1931, en forn1a inr1rl1'1lt11l nl ~ncontr.ir que ::i1<J-

ros de pacientes con Al{, t·Pntan Lftulou ~!Lo~ en la tJrueb3 do 

aglutin,,c16n pi1ra e!;trcµL•)l'..'OC:O (53). OCitHh' <.·:tlLl duJcripción -

tinaci6n, empleando como elemento~ hl<11H.:o ,1 crit.n)citos de --

c<:irnc~ro n~nzibili..::,<-.lo~ • ..;v.1 lu.·1m.• l .L~ .. U<\; dt~num.J.n,1da l<.tmbl-en - -

pru.eba dl~ Waalor Rvse, o t<unbiL"n purticuü1n de L'ítex y bento­

nita (54J, que son técnican que r:ictect.:tn prim;ip.it:rn,,.nt.u el FH 

do la cl~,Re J(;M. Con estos mf!tudon se• r0.l,:iclonú <11 F'R. como 

una prueba particularm0ntr: p<.Jsitivu en l<.1 i\R (53,55), p•.?ro a 

torios cr6ni.cos o autoinmuncs como t!l Lupus i::r:Lt.cmE1t.o=,o Gcn.Q 

ralizado, el S!nd1·omc> de Sjügn"ln,. y la macroglubulirwnua_ de· 

Waldestrom, en lvs que lo!; t'!tulon de pr.t_.-~ autonnticuer.po son 

comparableo a lo.s dt-) lu AlL 

Otras enfermedades en Lu; que los tftulos del FR ~on bll-

joH incluyen a la leinmaniuuin._ s.:li:coiUusis, td.f!l.iu y n~un10-

ni'tis por hipersensibilidad (16). Adcm.'.is este autc.'lllticuerpo 

es tambi6n positivo en individuos aanoa, e::;;pcclalp:.ontc de - -

edad avanzada ( mayores de 50 años ) • 

Un descubrimiento relevante fue que el FR podrl'.a sor -­

ta~bi6n de la clase IgG (54), y so logró gracias .:i. li.ls modj-

f'icaciones on los métodos de detección como fueron el cmploo 

de un sustrato heter6logo, y el empleo de anti-F(ab)' marcado 
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con al<Jun ti.po de 0n~~im¿1 como Jo uB l<1 P'::r-o>~.td<JHd y en i{0gni­

da poderlo cimpl<!ar en muo~tr.:1::. proviumente trift .1d""!!" ('~ti t::...:¡.,-..i_ 

na (4 ,6). Esto permitió <:xt·r_.r1d•~r <:~l en Luello dt:i l"H .:~11cont1·an-

dosc positivo en otra!; cnfe:-:ncd<1dt':s como J¡¡ V<tsculitis, lit -

11.i-tr.itis Rcum..-:1toi,l•' .r11•·::~:.! 'j. uu11 •:.!11 dJgunos c,:i::;os ·~n los qut.! 

provlumf.?ntc se dt:!mostr6 :;ola 1-'H de J :1 cL.wn IgM ( l.4). r:::n os!:!! 

dios rt~cientc!l ne Jiu.n df:t·~ctddo tamb1én PH de J<-:s cLn,os IyA 

e IgE (6,SSJ, }'o.un el denomi11;1do F'R oculto 7~: r~rG 1;.1 19:.; r~:M 

(56), Para ello fue necesario cont ,'tr cnn m6todos ch.· p~i_•.·i.tll-:: • .1-

ci6n del FR, asr como cor> ensLiyor; de dctnccJón con una may<:>r 

.st.~nsibilid,,d y 0Bfh~t:i.tl.cid;1d r·nmri ln i >.mu;,ufluorc.scencia Lndl 

recta (57), J.a prueba hcmolítlc~l {SR)• el RIA y t.d EI.!SA ontrc 

otros (6,59). 

El uccoso ol PH puri fic.:ido ha permitido tambif~n conocer -

algur1as caracter!uticas fisicoqulmicas, como s11 afinidad a el 

ant!']eno original, su posibilidad cie r,,.A,...,...i~~. :;;:,¡:·..;.:.:. .... du con otros 

cp!topes, y lograr tamb.ien su cl.asificaci6n-en ou<'lnt-o al i::;ct.:b 

po qoc correoponde (S,33). Adi~lon<:ilmcntc hay estudios recien­

tes en los que mediante el empleo de FP. puro so [>U•'>rfo• logr.:ir -

idüntU.'icar sus idiotipos, idiotopos y J.os paratopos, conoti -

tuycndo una forma trascendental ~¡¡rfl d~finir bLI or.Jgen a nivel 

de lus lineas germinales que dr.in origen a wi.>tos dutcJllnticuor -

pos (39). 

otros trabajos en los que .se combiriu la obtenci6n de FH -

puro y ·~l desarrollo de métodos sensibles y espccif.'ícos de de­

tccci6n h.:in permitido establecer que en su producci6n partici­

pan alteracionC!!i en la regulil.Ci6n inmune como lu disminuci6n -
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con r:l fenotipo cD 1i, t'D21 y ClJ~L tJl,,fiO,GJ), 

Estos mismos métodn!..i h.\n purmít:im'• .-ln~~i.zac ).,1. influen -

ducc,·lón del f'H como le c!G <~1 virun Ep:.;t\Jill Ha1·r, "' :'.'.Í-copl •. u:1-

m;:i y ot:rn$ ¡:.:i::uU.uctos bact<-~riat1os como p<>pli.1o-gJui:::anos y lipg: 

pulls.:1c:á.t•ido;.., í62, 6J). 

de purificación p.1r.:i. FR, que do ac~1erdo a d.'.ltCls ptcvios de lu 

rístic~]s íisii:::oquimic.J~ y su ;:ifinidi.td poL· el antígeno 011 1<:1 -

porc!.Gn Fe de la inmunoglobulina lgG homólr1c¡u o h"CterÓloga (53). 

'l'anto el método r corno en el mGtodo III, cmpleAmo~ co-

lumna.s t.h~ afinidod para purificar r:l FP. C.fi.g. l} / micntr..i~ que 

pa..:J e.l método I i, usamos una col.uinna de <Jxclusí6n pcir p;:isc -

moléculnr (seplv:i.dcx G-200). Sin cmb¡1rgo como 1..'.13 fraccion<.>~ -

obtonid.:is ·en este- int..cnto dn ninl<imiúnto r~o contaron con una 

r,tureza import!.tntP. al estudiarlan por cloct!:'ofores.io (íi9. 7) 

se doscart6 t.al método. Una posibl.e explicuci.6n qlw jnct-1.!!. 

ente hech("\ fl1c. L.t:i. vez a. que en l.,¡:: tw,1ct>lras de suero de -

PR positivo existe un <Jlto cuntenldo de complejos inmunes que 

f"orman agregados y pueden de tal. modo modl.ficar el. patrón de 

separaci6n por lil columnn, pcr lo cual se trat6 de evitar 

crnpl cando un t.ampon tlcido (ar"!b::ttos pU 5), par.:1 qa,., ~e incr.!:!. 

mentaran las c.:i.t:y;t~ positivas de la IgG y así aumentnr las -

fuerzas rcpulsiv<ls entre esta molécula y el FR (45), Pero -

con todo y esto los resultados no fueron satisfactorios. 
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Las vcntil.jds del m.Stodo 1, fueron el Ul>t.' de un nK•ne;r vo­

lumen dt.:- suero 'l su cinp]00 sohr,..__. 1•1 (";Clltnr.n<'t 1~11 forma dir,-.ct<t 

que reduce el ti .. mpo do purificar:i6n. T.-i.mbj\;n su loyr6 lo..\ 

obtención d~ una m:iyor concontraci6n de FR ·~·n eu.:into a l2i. 

concenc.raci6n de protc:f.n<u1 tot<.iles ( tabLt l). No obst~H1t~ -

este proccdimii.:nto no fue posible sepur.'lr. l.:is sui.Jclti.!:;CU 

IgG o IgM existentes en cada uni1 de la.s muestras origin<..•lc~. 

El m6t:odo Il T tuvo ]il v0ntaJa de qw~ se obtu·Jo nl PH. con 

un alto grado de pureza la prueba de olcctroforesis (fig -

9}, demostrando la sep?:raciún ücl F'R de la clase IgM del IgG, 

al emplear la columna de afini.d;1d con proteÍnil. A, una v~::: que 

se hdb1a captur;1do esLo autoantictwrpo en la columna con J.gG 

de conejo. Ademtis la prccipitaci6n iniclal de gnmagl.obulínas, 

facilit6 la climin.:ici6n de prot8'!nas contamin<:tntcs. 

Las únicas desventajas de este m~todo fueron que s~ rc­

quert.a de un mayor volumen del suero original, UI" mayor tieP.! 

po en la pu:i.-ificaci6n del FR parll cada uno de los pasos y que 

la eficiencia en la ad.sorci6n del PR sobre la columna fue li­

geramentQ menor que en el método I. Esto puede explicarse en 

base a el número de pasos imp.l.l.CddO en GctÜct u11v <le l.v:.. •h.;Lu-

dos y u el uso de dos columnas dú n.fi.nidad paro sólo méto~ 

do, haciendo que el contenido inicial de FR en la muestra or_! 

9inal dcsccndicr.:i por dcsnaturu.lizaci6n a el trat~1micnto con 

la soluci6n ácida de eluci6n (glicina HCL pH 2.8}, udemás de 

que una pequeña cantidad de FR de: baja afj.nidad podrla haber -

se perdido durante la prccipitaci!Sn i1con sulfato de amonio 
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así como t.:imbi0n L.1 uniGn J Ja col.•.mm;i Me IgG de (~(nlejo pudo 

ser al res11~;pcindcr el FH \.!ll un .. 1 solución amort.ii;¡uüdora 

vez d0 usnr suero Lolal, el mútodo 1 (t:i). 

Un.3 vo:;c; concluidos y evülu,Hio"; Jon 111•!todo~> de puri.fica-

s iguicn.tc!.; h..;.chos: 

Solamente los sueros con Fil y no Jo~-> controlen, fueron -

.:11.l!:.iorbidos en lu columna de ufinidüd pr:cp.:i1:.:idu con ugreq.:>dos 

de IgG de conejo (fig.4). 

El 1-'R en el suero original y la fracción ni~li'.1da fue po-

sitivo en al mr~nos dos <le las pruc:!b.:ts c[cctLI·'.ldas p;;ira detcc -

tar este ~nticuarpo. 

En el &istcma de El.ISA en el que se empleó un ant!geno -

no se obtuvieron resultados positivc-s- (para todas las muestras 

prob..ic.lds lu o.o. fue menor a O .12); aunque este ant.!gl.!no .si -

funcion6 sueros de p~cientes con di~gnostico de tubercul~ 

sis (Sl) .. 

La electroforesis de proteínas de los F'H r•1ri 'fi~Z!1-~~.:: :-c·­

_Vclar6n c..:ldramente las banda.s correspondientes a las cadenas 

pesadas y ligeras de IgM it la que corresponde el FIL 

Por lo que se refiere a la estandari~rncic5n del ensayo 

de ELISi\, para la dctccci6n de los FR puri.fic~dos,' se sabe -

que en la literatura ya existen varios reportes, pero con -

diversas modificaciones de acuerdo al objetivo principal que 

se persiga, en riuCstro caso solo detectamos el FR de la clase 
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jo como ant!gano acopl~do a la fase s6lida. µuo&to 1ue se 11~ 

reportado que cst:..;i inmunuqlobulin<t, Ud u:1.:t m.iyoc mwccptlbl-

lid ad qua la I9G hum.:in.:i ( 6, 4 8) , es pee in lmor1 te un cuan t:o d lo 

CJUC se refiere ul FR de la clase lgM, adcmfis ~>e tw comproba-

· do que la lectura de fondo (background) por: unión .incspcci f.!_ 

Todas las soluciones <lmortlguctdorn:i, conCt.!ntrr1,_• i1nH.:~; y 

diluciones de las muestras y ru~ctlvos empleados, fueron pr~-

viamonte establecidos con diferentes 1~nsilyOs r~alizados, p~ra 

estandarizar dichas variables. 

En este trabajo se pratiri6 oxproaar loa r6sullados da -

ELISA pc:\ra F'R en D.O. y no en unid.:1dcs d(! conr:r.mtr.{l~:i6n, ya -

que p,.,r una parte se t:('.:qUt:rJ.:1 do.: lit\ FH monoclonal de conccn­

txaci6J• o:::oncoi.:idll. para qu'~ los rcsultad~n fueran v:S.lidon; por 

otro la•lo el objetivo principal de e9Lt· t::t•Ll1dio fUfJ loqrar -

hace.t una detccci6n y cunntiflcaci6n dol FR en cnd~ una do 

J~- fracciones aisladas, con ld rtn~lidad de cutablncur el 

mdt odo 6ptimv de purificación y ;iuí (~mplc~•u· ol r;,:.c'.! m!iG nos -

fa·1orc?.ca :.;cgGn lo que se requiera 60 ;:·;.o:: .. ro3 efitudios; son 

que el. totar de l.:is mücstras !o.e puriílc.:u:a.n V.: • .tcll.mcult:1 por -

f';tl m~todQ 1 y no con ol método Ilt como so roill.izó para lns 

cinco primcrau n:·,untr.J.s, npoyandonos también r:·,.; lo:;; resultii-

dos obtenidoa lu tabla m.1m 1 que nos hace una compa.rac16n 

de I."C!"-Ultadoz de ELIS.\ p.:ir.a ~.:l!> mi~m .. ~~ 1nui.::::.;t1·.:i::;, i:}Cl:CI con -

diferentes m6l:.odos de purl!l~uci6n; ,;.ai..le.m:i.u en u:;t.i. miumu 
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t.:tbla sa ol.>servd que t01J1Lo l<t u~cni,:u de• L'il<:x como ld {h• Ni·' 

fuú m~s cflclcnte r1.11·;1 lo:; purificndo~ obtcnictaR µor el w6t~ 

do I. Esto se debiu ~1 un.t ¡10rdii.L1 de la concentra,.:i.6n de l''H 

nos muc!ltran lar; l.:-c.::L11ra~; r.k• proteína~> totalL'S por el méto -· 

Las técnicas de NF y uglutinación can p,trt"ícul.1:0; de l.'1-

tex fueron tambien seJ.a~cia11adafi r~ o~tc trabajo, ya que 

tas miden principalmentL' e~ 1 FR de la cLw1-: IgM, y porque 

factibles de U3arlas como p.:lrfimctros de comparuci6n el -

ELISA, comprobando po~tcriol:'mcntc que nuestrv Ef,ISA fne de -

mds alta sensibilidad que lag pr110b~~ nntrriormPnte ~cfiuln-

das (tabla. 2). 

AdemtiH de los agrPIJT!t1us Ú(• la IgG dP cone]o, fue ncci:•sa-

rio emplear ant<fgcno r10 relacionado nl F'R, cc .. n el objeto -

de descartil.r la unión inc~1puci.ff.._~..1 quu pudiera exüiti.r entre 

el FR ais1-ado y la pluc.:1 de! poliestireno y confinTl<:r uGn m:'.i=z 

la especificidad ñcl ensayo. El anLígcno empleado f1Je un 

tracto de M. tub •. ~rculoGÍS; ql.!·~ pr{?viamc-nte hu sido utillzado 

para cstandñriz.ar una prut:.•ba de .ruU.Ih"l para la -::.?tcrmiu<:1ci.6n 

da anticuerpos contra esta buctcrla, en pacientes con tli~g -

nosticCJ de tuharculosis (51); l' debido a que las lecturas para 

dicha prueba en todas las mut~stras fueron menores a O. 20 de 

D. O., so consideró qu·~ el ensayo reali.zado para PR fue .sufi­

cientemente. cspecslf!co. 
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T,.tml.JiG:'l pocJ,!1:1os ,HJl'."l''l·:lL' qt.1t~ p<1r.:1 L-1:1dti:, le•'.; c-n~:<1yos d~· -

ELIS/\ rcüliz.:idos, los vulo1·e~; obtenidos p•1r~l 1.:1 L~>tal dt' Ll::J 

prueba.<i reali~~a.dJ.c. en lo!: !HlercH; de ltH-: ?-:>ujct:o.s noi:m<tl(.?f; 1~1 

TgM normal hum<.111a ~;(~111ipn1·it:ícdd·-i fueron rt1c1101:.:_·s ·k n •• ~o de 

o.o. (tabln 4). 

Algunos de los puntos por 1o t.¡Utf íüe importante plu:i fi­

car el FR ns1 como lotJrar 1.a et1t.and.:iriza.ci6n del EI.ISA pilra 

det.ec.:ción :;an: 

Con el. FR puro podromos prodnci r antic\H_•rpo!.i .'.lnti.ldiot..lpu 

de forma i.nU.iviclual, ya .:;en políclonalcs o monoclnno.l<:>r>, q\lf'!. -

puedan reconocer el. idiot.ipo t....tntu -~r .• ~1 f'i"op:io :inl'i.cucrpo, -

como en las células B productoras d0 FR (33,6.\,6C:,). 

Se puede «mpl.iar el m6todo de EI~rs;~, par.~1 est.Jb1ccer 

sayos de inhibición que definan la afinirfo.d del FR sobre ant_i 

gcnos propios o de rc&cc16n cru;,:ad~i. {heter6logos}, depcndlcndo 

de la enfermedad Ue que st.! triltc (33,64 65). 

Nos permitirá in<l<igar, !:'i loi;; ;1nticut;!:i-pos producido:J en 

contra del PR {antiidiot.ipol 1 t.ii=:ncn pr.opir .. rludc!:i inmunorcgula­

doras, al usar el EI.lSt>.. que cvnHia la interacción tridirnensig, 

nal. y no solo bidimensional cor.\O es el caso de t.:Scnicas de -

reacci6n simple entre un ant1geno y un anticuerpo, C•.Jmo lo es 

la. ir:::m~ot-r-nnsfarcncia (6v). 

Y fi.nal.rncnte otra de 1.;:;..s ro :::oncs Por las que se t:L'ull~ó -

este trabajo es que se podrS detectar el r-·R y ant.íidiot:ipos en 

liquidas corporales o sobrenadantes de cultivo de células mong 

nucleares productoras de FR, donde la concentraci6n de este -

aut.oanLicucrpo P.s muy baja ~67). 
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B.O e o N e L u s r o N E s 

l.- Se logró purificar FR total y FH. de l.:t cL1se 1.gM 

aprovcchund-"") la p:opicd.:i.d que ticr.c de 

la fracci6n cristalizable (Ft..:) a._..., l.:i.:_.:: IgG humi1na 

y de conejo. 

2, - El método do El.ISA estundnr izado paL·a de tcc tur el 

FR total. en los pur ificuclos dG cada m\lestra, fue 

satisfactori.o, aún sin requerir Jo nnl'.l separaci6n 

de las dif@rent.es subclases de FR. 

3.- Mediante la mctodolog!a propuesta, ln pu~ificaci6n 

dol FR de la clase IgM, pc~mitir4 aislar los idio­

tipos de cada mucatra estudiada, pc'lra futuros estE., 

dios a·e re'9ul.:ici6n jnmune. 
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9.0 A N E X O 



MF.TODO GENBHf\L Pl\RA CUAN'rlFl\2'.ACIOU 

DE rHOTEINl\S 

METODO DE LOWRY 

Este m~todo se fundamcntj 2 rcacci.ones 

1.- :rnteracci6n inicial de la pr-ot~~rna y los ione~ .. 
Cu en medio d.lc.~l.ü~o tLcn ~·::-t:i•·j.in:>:rt .il tr'~t.o:'lo 

de Biuret\. 

2.- Una reducci6n de los ácidvs fosfotung~t!co y 

fosfomolíbdico a azul de molibdeno y azul de 

tunq~teno rcsp~ctivamente, esta reducci6n 

debe a la acci6n del complejo Cu++_ protu:tna, 

J. l..:i. ti.ro~ina y Pl 'telptuftino cont-:.nido!:i en -

las protc!nas. 

Sol. A - 50 ml de una solución de Na 2co3 al 2% en 

NaOH O.lN, mSs 0.5ml de tártrato de sodio 

al 1%, mSs 0.5 ml de Cuso4 al li. 

Za!. n - RP~~~ivo de Folin-Ciocalteus diluido 1:2 

561. estándar - BSA a concentraci6n do O.l mg/ml. 

Seguir el proceso descrito en el siguiente cuadro • 
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el ml'.Stdo de Lowry. 

TUBO pnJl1lo111~1 

BSA (0. lmg/ml) 0.2 o. 4 o. (j o.a l. o 

mcg de proto.tna 20 40 60 80 100 

agua dest. ml o.a 0.6 0.4 0.2 0.00 -
sol. problcm.;, 

1 ml do la 

diluci6n 

sol. /\ ml 

AGITAR E INCUilAR DURANTE 10 MIN. 

sol. B ml D.3 0.3 O.J 0.3 0.3 D.3 O.J 

AGITAH. E INCUBAR DE 30 !l. 180 MtN. 

LF:ER a 500 nm 
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l.- Solución J\mortiglll\dcira l·'ot-tfütos - Sdl.trw (l.<HSI 

tptt 7.1 - 7.3¡ O.OlMI 

Sol\1ción l\. - Fosfato de sodio monob."isi.co <J. 2M 

- - - - - - - 27.5 g/l 

Solución B - Fo~futo de sodio diU:i.sico 0.2M 

- - - - - 28.4 g/l 

M.ezcl.:ir 165 ml cln A + 33'.l ml de B + 74 g do NuCl 

llevar a 1 lt con ilguu d•~::;t:ilada, parn prc~put·ar P~S 

O.OlM hacer dilu,,,;i.'.'.in l:i<J :1ju!;lar.ao a pH 7,2 

2.- Soluci6n satu.rndn de suif.::ito de amonio (Sl\S) 

- - - - - - - - - - - - - - BOO g/l 

ajustar el pll a 7.2 co;i NaOll ZN. 

3.- llidr6xido da uodio 0.2N 

NaOH - - 80 q/l 

4.- SoluciC111 .:unortigua<lora Lle acetatC'ln (O.lM. pH 3.6 n 5.6) 

SoL 1\ - Ac ido <1.CÚ t.: leo - - - - 11.5 ml/l 

Sol. B -

Sol A 

(ml) 

410 

--149 

- - - Acetato do sodio 

Sol B 

(ml) 

90 

352 

1\gua dest. 

(ml) 

5tl0 

500 

5.- Bicarborlato do sodio O.l.M, NaCl 0 • .5M prt 8.3 

NaHC0
3 

.:. 

NaCl 

Ajustar a al p1l deseado con llCl concentrado. 
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6.- Soluc.i6n amoi.·tigth"td1.H'd il~ fo~L:Jt.os (:l~ist:.:sto<.> O. lM. 

pi! 7. 4 y 8. o) 

NnH 2 P0 4 - -s2 1 -A - - - - 27. (l 9/l 

Na 2 11P04 7!120 
Sel !! - - - 5 J.(>~) •J/1 

Sol A Sol D l\.qU,'l des t., pH 

(ml} (¡nJ.) lmll 

95 405 500 7.4 

2(i. 5 473.5 500 u.o 

7. - Solución de Acido Clui. li.!1..h .i.o...:;u 0. '.ii:• pli 2. 

Colocur 15.39 ml de IJCl concentrado en un malra:t. y aforn_E 

lo a un litro. !~justar al pH ncccsd.rio. 

8. - Solucíón de hi.dr6x.ido de! sodio O. SN 

NaOII - - - - 20 g/l 

9.- Monomcro da .:icrila111ida "!JOl.stock.: 30?. acr:!.l.amida 

O.Si bis-acril.:tmida. 

/\c:r.ilumid.:t - -

Bis acrilamida - - - - - - - ·· 

JOg 

o.a 9 

llevar ll lOOml cap. a9u;1 d1rntilada, aforilr hn.sta que 

li.J suluc.i6n t:!tJb.! a ~:cmpurdtura ambiente, filtr¿tr usando 

membr.J.1u.1 Milliporc 0.42 micras, conservar ~1. 4"C. 

10.- Dodocil Sulfato do Sodio al 10% 

sos - - - - - 10 g 

il ·r.c!mpora.tura ambiente. 

11.- SoluclÓn amortiguadora de Tf<IS-HCl l.SM pH o.a 

TRIS - - - - - - - - - 18.17 g/lOOml 

filtrar y conservar a 4°C. 
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12.- Soluci6n amort.iyu,,dor .. t 'l'ltIS-llC!. o. ~·M pli G. B 

TRIS - - - - - - - - - - 6.07 g/100 ml 

lJ.- Soluci6n .:w1orti9uadorc1 dt: corrLd.1 du olect.roío1·csis 

TRIS 0.025M, C:llcin~1 O. l<J r•.M, SDS 0.1.'! 

TRIS - 12g 

Glicinu - - - - - - - - - 57 .tj g 

sos - - - - - - - - - - - - - 40 rnl al 10% 

aforar a 4 litros, lljt1.4h1r pfl" !l.1 }' !'iltr~\;~ 

14.- Solución tratamiento do la m'..leotru (coctail} 

TRIS o.12SM, SDS ~i, Glicerol 20i, 2 mercaptootanol l\ 

azul de bromofcnol O.li 

Glicerol -

TRIS - - - -

sos - - - - -
2-tnercé::r.ptoctanol -

Azul de bromofonol 

Aguu d~~tilddd - - - - - -

- 2ml 

2ml de sol num. 12 

2ml al 10% 

100 

- 1 ml ül 1% 

2.9 ml 

Aforar a 10 ml, congelar a -20QC y c8n~rifugar ant.es 

de usar. 

15.- Tinci6n con azul de Coomilssie 

Azul de coomassie 0.125~, Metano! 50%, Acido acético 10\ 

Sol I 

"zul de Coomassic R-250 

Agua dei:;tilada 

Sol I! 

Azul de Coomassie 

Metanol 

Acido ac~tico 

2. o.· 9 · 

- - - - - - 200 rol 

62.S ml de sol I 

250 ml 

SO ml 

aforo con agua dest a 500 ml _ 70 _ 



l.6 • ..;. Soluci15n dccolorador.'.1 mt'!ta.nol 50·ft, 5.cido ,1céico 10% 

Metanol - - -sooml 

Acido acético - - -lOOml 

Agua desti1ada c.b.p. •· - - -1000 ml 

17.- Soluci6n amortiguadorn de TRl.S-HCl 0.111 pII 8.0 con 

NaCl 0.SM 

TRIS -

NaCl 

ajustar pn antes de aforur. 

- 3.0g / 250ml 

-7.J g/ 250ml 

18.- Soluci6n amortiguadora de carbonatos O.lM pll 8.3 

con NaCl O.SM 

N~lllC03 
NaCl -

ajustar pH antes d.:: aforar. 

2.1 g/250 n1l 

7.3 g/250 ml 

19.- Solución amortiguadora de glicina-HCJ. 0.2M plt 2.8 

Glicina -3.7535 g/250 ml 

ajustar el. pl! con HCl concentrado antes de afor.:ir 

20.- Soluci6n amortiguadora de carbonatos O.OSM pH 9.6 

Na2co3 -

NaHco3 -

ajustar el pH antas de aforar. 

21.- PBS - Twccn 20 al 0.05% 

TWeen 20 

c.b.p. - - - - - - -

- 71 -

1.59 fJll 

2.93 g/l 

- - - O. 05 ml 

- - - l,lt de PBS 7,? 



22.- Soluci6n amort.:igu.:.idor~t de citratos - fosL:tto U.]M pH 5" 

Citrato de sod.io - - - - 29.•1 q/lt 

ajustar a el pH deseado con n 3 Po 4 antc:l di"~ .:1 forar 

23.- Acido sulfGrico 2.5 M 

u2so 4 
- - - 13. 3 ml 

agua dcsLilada c.b.p. - -- 100 ml 

24. - PBS-Tween • .20 con albumin.-1 bovina al. lO't. 

Albumina bovina - - lq 

PUS-'l'W1:!;\..!ll u.l 0.05 ?. c.L.}.;. - -100 r:il 
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