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RESUMEN 

Las enfern1edades reLtmáticas generali=adas en su con .1unto 

V el LES la or'E'Senc1a de 

muchos autoanticueroos. Jos cuales es tan dirigidos contra 

esta macromoleculas 

carac.:teristica 

aLt toan ti CLteroos 

celL1l¿-¡res. v/o citoolásmicas. 

inmunolop1ca no es inesoecifica. sino oue ciet•tos 

se detectan e::c l Lts 1 vamente en al 9L1nos 

oadecimientos. o al menos est.;;i.n estrechamente con 

on LES asi como l? c¿i.racteri=,;cion del 2nt ii;..i~n l co 

1'12~C ti VD con 

electt•otot·osi~ de alt~ voltnje e inmL1norlectrotr~nsiet·enci~. las 

cuales oer·miten .!1.nalisis moleculares. SF. identific21ron 2 1-:.·01t-ooes 

ri bonuc 1 eoo rote i cos ribo5ornJcos, dl.?nominadas rA 1·B. ALtnoue 

or12sente en el 12% d~ 16s ca~os con LES. el ~ntt-RNP-r sólo se 

t?ncontró en esta entl.dad. a r->~:ceoción de> un caso con SSF'. 
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SUMMARY 

The presence of serum antibodies against nuclear. cvtoolasm 

and c:itoeskeletal c:omoonents of mammalian tissue is a c:ofnmon 

find1ng 

reac:t 

in systemic rh~umatic d1seaGes. Amon9 c=intibodies wich 

and with cvtoolasmic structures. antiribosomal 

antiribosomal t"ibonucleoprotein antibodics are relat.ivelv 

in svstemic luous ~rvthematosus. 

comrnon 

The Ot'evc1lenr:e of .;1.ntibod.ic=s to ribosom~"<l ribonucl&OPt'ote1ns 

( r-RNF') was 

l)t'tc>ClDJ t.::i.t1n9 antJbod1es 1--Rl·JF, o h~d 

~sas not or·us~nt in m11:ed connect1ve tlSSLIE' 

S;r·ndr•ome. 

di%8.:ISE. /¡n ti - r·-RNF' 

rheumatoid arthri ti~. -=:.yc·tem1c scl8ros1 ~:=. Cf'.;;F::ST. 

01•imary Rayunll.uds ar normc1.l cantro1 i:;:ei-;;_\, H [10'\rti;.-;l immunaloei1;::C11 

identit:-· orecioit1n l 111~=· c·J.:10: orcst.·rit hetvic<::>n (Lll !r-i-F-:"lf:.· ,<,nc1 ,.,_l~:ur-·. 

thc-se ~·Jer~ d1:=tinct 1n ohvs1r:ochC?rn1c,:'1l Qrc;DG>rti<.-=· 1.'JL""::'· t;C•t'n-

blot ¿\nal i$]S of rlbo-:;omi.'>.l c::t:t·,;ct Ll!5ino .:.1nt~·-1•-f=.;N~ Iob 

~ oolyoontides cal1od rA snd r·B wich Doce~r· to be the l111D0t't.31it' 

anti9enic detc-rmini:\r1ts. 
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INTRODUCCION 

Desde 1941 un QrLtDO heterogeneo de enfermedades 

t•eumáticas se han agruoado bajo diversos nombres: enfermedades de 

la col~gena. del te .i ido c::on.iuntivo. colágeno vasculares V 

finalmente . enfermedades reum~ticas Qenerali::adas • en estas 

enfermedades y en particLilar ~n el luous $istemlc:o 

<LES>. es común la nresenc1a de autoanticuDroos dirigidos cont1·¿1 

mncromolecLtlas 

ci toesoL1eleto. 

ant ic::Lterpos 

detcct.:lr 

mediante 

encuentra 

la 

nuc 1 earc:s. c1toolcismicas 

les cLtales se ~prLtoan baJo 

cual 

los anti cuerDL"'S 

V 

la 

elementos 

denom1n~c:lon 

cJe l 

de 

L1 ti 1 l ::'.:i.dc.1 

l 1F11 • 

oatr·ones 

dtrt91l.iOS contra 

o.:ctrón ;:e OLtede enc:or1t1·~.\t~ el LE=·· 

síndrome de 0~·1m21r10 <SSF'). 

01~091•csiva <ESF'). ürtrit~is t'PUm<:ito)dG <i:::1F:> :.1 E'ntPromd,o,d m1::t,:;. :iE>l 

te.jido con.iL•ntiva <EMTCi. El o.?.trón Df:>1·'itc1-1c:ci (;:-,nul3!' a cir·c•_d¿tr) 

r•rlncipo)mente 

en pacientes con LES. El p¿i.tr·ón mo·tro>ndo su~1i.e1·•2 la 01•c;:)=:enc1.;( de 

anticue1 .. pos contra mo1G,::u1ns soluble::=. t".'::tra1bles del nücleo y se 

detectün ot·cdominantom~nto un LES. 

nucleolar 

"l 

F;;!\~•n.:iud ~ LF.S v ESF-', 1. l -61. 

ESF-' El'!TC .. El oc-.tron 

contra 

f-2nr::mer10 



A pesar de oue el método de inmunofluorescencia indirecta es 

una e::celente prueba para detectar AAN e}:1sten otros metodos como 

los de orecioi tación gel~ inmunodifusión doble (IDO) , 

contrainrnunoelectr·ofot•esis CCIE>. inmunoelectrotoresis ( 1 EF) 

me todos 1nmunoen:imáticos CELISA e Inmunotransferenc:ia> aue nos 

oermi ten definir la especificidad de estos autoantic:ueroos. Los 

anti9ene1s nucleares y/o c1toplasmicos contra los ouo se 

los au ta un ti cuerpo; son C1"1.rt1cu1.:~rmente c11·oteinas: no histonas 

<DNA o RNA peOUE.'ñOsl v en al gL1nos otras sus cJeierminc.nies 

C\ntigénicos constituido:; oor ;1,l.:.1nil. treonil o h1st1d1l 

RNAt-sintet<"lsa. C?s l;os 

autoan ti cuerooo:o: l1a sido asociado a alaun oadec:imiento reumétic:o 

generali::::ado 1::.-n aL1 toan ti cuerpos anti-DNA 

bic:atenar10 <o nativoJ se han msaciado a LES. L8s auto~nt1cuernos 

a RNA peouef1os como el anti -Sm OLIC' identifica a 

r•ibonucleoproteinas <r:tJF'> 4, 5 º' 
detectados en un ,'.1lt:o r:tCT1·ccnt.c.\,iG.· de los p.:::1clr:.ntes con LES. Otro 

antic:ueroo di1·igido t"'mbién a Rl,JP es el denominado a.nti-Rl·Jt--· Ul o 

RNF'-n. C:Ll.;:\l t:ltulos ha '-" l tJ C1 

asociado con =: i nd1~omec:= d~ ·s:ob r12c-o~ i e ión. t<Jf11t.> iE=n cono e: idos como 

EMTC. En oac i entes con SSP se han dete:>c:t::-do dos tlDOS de 

au toan ti CLteroos asociados to:imbicn a FinA r":?uuefios :~· q1..10 han s irJo 

denom i n,:.:..dos 

no han 

7 



reLtmáticos gener-ali:::ados. Los anticueroos a toooisomet~asa como es 

e 1 caso del anti-Scl-70 son detectados e~:c l Lts i vamen te en 

oacientes con ESP y los diriqidos a alanil. treonil o histidil 

RNAt sintetasa como los autoanticL1eroos anti-Jo-1 se encLtentran 

en oacientes con oolimjasitis o dermatomiositis <PM/DM> .. <7-8>. 

Entre los e:structut~as del 

citoolasma. los 0L1e 1"Gclcc1onan con riboson12s son 

comunes. Anro::1madam.:nte del lü al :20~. de los OF."1c1entes con LE5 

tan a 1 ta. a la iccha no e::iste una c.o\rncter1::c:i.cjón orec1sa de 

estos auto~nt1cucroos. (9-13) .. 

En el orctocolo de estudio do los Daci~ntes con enfermedades 

reumáticas 

c:.ot idiana .. 

la dei;ern11nación de AAN not" IFI s~ reali=a en 

En una oaciente Ollf:• reunía cr1 terios 

terma 

r:.ara 

fluor"<:!sc~nci.::1 

limitado 

e:: tracto 

comolc:?-ta 

?. l 

de 

con 

citonlils:m.::i~ lDD 

timo de conQjo (ETC>. =:e 1Cont1 ficó unr":< 

inmune Ol\P- no 1dnr.t1i:J2d 

SLteras .;.nti-Sm. F-;o/3SA. 

Además mostró un~"" ici:o•ntid<J.d jnrnunolc•:i_ica CJC'rc1al con un 

C\nti-RNP-n (LJJ). lo dec- i rl j rnc1s 

contra 

oe 

L~/SS8. 

s1.1ero 

le 

id<:>ntj 'fic:acion v c~1·;;u::ter•i ;::¿1c1ón del c>.ni~iq,::no contr~c01 1.-c;l CLtt.1] 

del 2.nt iCLteroo c>n con di :o.:.t-1nt2s 

G 



OBJETIVOS 

-Definir la or•evalencia de anticuer·oos a r1bonucleoorotein~ 

ribosomica !Rf\IF'-r) en de en termos con distint..-as 

enfermedades reL1mi'lticas ven un prLtPO de individL10;; sanos. 

-Car~c teri zar I? 1 cuanto sus orop1edades 

tisico-ouimicas. sensibilidad a enzimas identificación oor 

inmunott•ansferenc:1a de Jos oolipeotidos anticenicos. 

MATERIAL Y 11ETDDOS 

Se investjoo Ja orevalenc1a cie ~nticL1ercos ont1-RtJP-r er1 50 

oacientes ccin LES e en e.l suero de 38 0.?•C~ c:;nte~ con ESF'. 21 con 

E11TC, 1 O(l con AR. 30 Ff'l/ üM y :25 su .1eto~ 

c:l inicamente s¿¡no::. El dl .;_1onc::_1stic:o en c<:~da oruoo i·Lte estabJ ec1do 

en la 

9 



Cat"acterizaci6n de Autoanticuerpos 

Los ali toan ti cL1eroos ant1nt.:icleo v/o anticitoolasma en 

di 1 uc iones orofJres 1 vils del suero. fueron determ 1 nadas 

la orueba de IFI v como substrato hipado dQ r·ata <~1) 

uti l 1:ando 

(ane~~o 1 J. 

la prueba soluc1on 

amortiouada con fosf~tos. <Ane1:0 11> solLtble 

de timo de cene.Jo \ETC>. Cane::o I!J). Este mc.·todo no% 

dist1noL11r anti cuer·no5 {U l > 

La/SSB. comn~ra11do ccn SLtQrOs ot•ototjoo. Ccn el ml~mo método üera 

con determino el 

anti CUGl"PO antj-Fi:ci/SS(-1, Le< r.soec:1iic1r_1;,.cJ Ofr-¡ 01-nt1r-u2roo ( /'i:IJF·-r) 

s" estudió con un e:: f:r,;\cto dG r1oo~wmu·3: íane::o V,• 

Propiedades fisico-quimicas del antígeno 

El efecto de;_• la t:crnocratur,1 MeterminO conQclenco V 

·c. o incubándolo ~ 37'C y 5b"C Dor 112. 1. 2. 6 y l'L hr5. ~l 

contr~ 

clot•hidrl.co 7. ~.). 

] (l 



destilada o ara disminuir la fuer:a iónica. 

crocedimientos se hicieron " temperatura 

sensibilidad a nucleasas y proteasas se determinó 

ETC con las en~imas DNAsa. RNAsa y tt•iosin? can 

substrata-en=ima de 1(1: 1. en condJciones ontif'fias 

en::imática V 

Todos estos 

c:~mb j l?n te. 

incubando 

La 

"l 

unb rc• l .::.el on 

pare_,, accion 

minutos. 

final de los CLLi'l.les se termino l.:i 1·e¿icc1c-1n enTri.:>.ndo l,;i. me::cla. 

trab~-:\.iar con Ltni!. concentr.?.ción m~;!irna de 

utili::ó ER y se practicó una electt•oforesis oor el método Oe 

Li:lemml1 <2:¡} en un 9el de ooli¿1crilamida c:1.J 1(1% en cond1cionE's no 

r~·Lluctoras, (2ne::o \.'l): el material seoarado en la e1ectrofores1E 

C26l can ·f1no1lmPr1te SG h 1 ::e 

reaccionar con sueros de oacientos con L¿s v ocr·a~ 

reum~ticas oue cc·ntenfan ant1cuoroos e~ceci1·icos contr~ ontípenoe 

Sm. Ro/SSA. L.:11 SSB, RNF·-n <U1) y RNF'-r. us<:.--1ndo corno sepLtndo 

anticLIE't"OO humana especifica contr¿'\ cadcn.:1.s oes;¿1das 

conjucada con o~ro!:idasa y Ja r~acción s2 r~v~?lo con oet•o::100 da 

hid1•b9&nc y di~~1no-bencidina. (ane::o VII l. 

11 



RESULTADOS 

En los sueros con anticueroos anti-RNP-r la IFI en sustrato 

::eno9énico mostro depósitos de JqG en el c1toolasrna de los 

heoatocitos de t•ata. independ1entementc de la pt·es~nClB o no 

deoos1tos intranucleares. Los deoositos c1toclés1n1cos ten1~n un 

asoecto moteado. con p¿:it·t1cl1li'ls coalescentes de oob1•e def1n1cion 

en sus lin11tes. lo aue indica de la 
ant1cLteroo. 

loc.;,;..l 1;::ación celule1r del 

Prevalencia de anticuerpos anti-RNP-r en enfermedades reumáticas 

Er. 5(1 oncientes con l_ES en con t r·,:;.moe se1s e: a sos c:on 

anti cueroos anti-r:NF'-r. un caso entre 30 oac1entes con SSP y 

en 38 pacientes con ESP, 21 de EMfC, lóC• de AR. de 

PM/DM y 25 sujetos normales. Tabla 1. 

TABLA 1 

Anticuerpos anti-RNP-r en enfermedades reumáticas 

EnfGrmedad F'=ic ientes Anti-RNF'-r 

LES ::,:,(1 6 ( 12/.) 

ESF' :;s o 

EMTC 21 o 

AF' 100 o 

SSP 3(1 (3.3'./.) 

PM/DM 23 (1 

Normales :25 (l 

12 



Caracteristicas fisico-quimicas del antigeno 

Estos sueros al reaccionar en IDO contra ETC mostraron una 

identidad inmunológica parcial con suero esoecifico anti-RNP-n 

(LJ1). no hubo ninguna identidad con sueros anti-Sm. anti-Ro/SSA. 

anti-La/SSB. FiQura 1. 

FIGURA 1 

,,. __ 

•;_' .;._,_~ 
'.·" 

_1 A r1 t 

• R N P 1 

IDO d¡::> SLIPt'o::=- r.cr1 <:·u1·c:;n1J,":'.:tHC~rcei;.; cc-,ritt'<"~ ElL. 
En lo<:.= oo::a~, 1 '.' •I ~L·c1~0 .c.nt;;-Ft·IF--t·. en oJ. 
ocr~i:1 ::::· c.11·:.>rc. ant1-~.m .,. t.r·,t1-F;1.ff-·-n lUli. G.•stB 

l'.1lt'.!m2 P.f.:r:ec~f;:r::1dvc:i \lin•-"":O• r:cs:tor101~J. t.,.3Cr" 
idr.nt1d,:id r.;,:o~'C:J t\J cori l~l s·-1st.r:·111e<. r:1·JF·-r. 
E'i el pr:;::-c t:. nD'.' 11n '"'L•·::1 o 111cn<1··~7ccclf.1cn 

i'\nt:i-t'.\J·!í-'-n (tJl>. OL•r~ c-:1n·ilt'm~1 lo:. ···1.::>accJt..•n d<o:> 
ir!ent1d:.1cJ no .. r··cio:l. L:i-, r:c;J ~·o~n :.: c-L•c-tr:i ~-nt1-~J5f.<. 

Er1 el ao~o 5 Lln ~uc.·rc c·ntj-~~~. ,-¡~·0 r~c 1·or•1n~ 

i::ir·:?c1olt.;1cJc• inm• .. •.ne r:cin\:t""~i t.:·i ::::1c. 



Cuando se usó ER en IDD lo$ sueros con esoec:ificid~d anti-

RNP-n (U1>, Sm. Ro/SSA y La/SSB. no formaron 01~ecipit'°'do l nmL\ne. 

mient1 .. as ésto si ocurrio con el suero con esoE?cificidad anti-RNF'-

r. Fipura 

FIGURA 2 

I D[1 (:on t: t"'C:• Ei-:,. :::.01 Ct r:.• l é:Ut.'!"'D <'.f"I t 1-i:!·Jt:·-r 
forma oos b~·;,dss d~ or·~~c1n110c1cr •• Las 
SUE'~ .. QS E'-lnt:i-:::-:t.;H. :·_r-.t1-·;-i<=:_.[~. ,:•nt1-S1n ~· 

ant:i Fd..tf'-n \Ul J c:c;n ri~·c1,:-.t,1·-1os. 



El anti geno 1•eactivo con el anticueroo seric:o e~:iste en 

tejidos de mamifet·cs. al menos en las células del hi9ado de 1•ata. 

como lo muestra la IFJ y en el oolvo acetónico de timo de coneJo. 

El antígeno asociado a ot•oanelo5 citonláemicos. el ribosott1~ es l~ 

fuente 01•incioal de antiger10 y al usat· ER. los SL!c>t·os reactivos 

con idc:nt1di\d oarcial con antj-RrJP-n (LJ1) son c~::o.oacos de formar 

oree in i t.:_;1.c.Jo inmune esoecif ico en la IDO. La naturaleza del 

,:i,ntic;ieno es ribonucleoor·oteica y ;us ca rae ter is ti e as físico-

auimicas aermiten djfet•enciarlo del antiaeno nuclear RNP-n <Ul > • 

El CUl '\: l ~1P!10 aue lo 

diíE.>t·encia del antir;¡eno RNP-n (UlJ oues ~~te rc>siste l iOI 

con9el~ción-descongelv=ión y 1·oou101•0 de horas nar~ set• dest1·uido 

Sensibilidad a Enzimas 

RNAsa y a triosjna. DOr tanto es unD rJbonucl~ooro~eina se• 

sensibilidad a Rnz1mas eE idéntico a l¿• ciel ~ntigeno RNP-n (LJ 1 ) • 

Tabla 2. 

15 



TABLA 2 

Carac:teristicas fisico-quimicas y sensibilidad a enzimas de 
antigenos RNP-r y RNP-n CUl> 

Tratamiento al anti9eno RNP-r RNF·-n 

Temoeratura: 

56'C s 30 min s 6 h 

37'[ s 4 h s " h 

4 ·e R 5 F: m 

Conp/Dt=sc:onp s R 

Dialisis: 

PH 6-7.4 4-11 

En::imas: 

DMAsa F: R 

RNAsa s s 

Triosina s s 

R RC?siztante S =Sensible min = minutos 

16 

los 

(U!) 

h 

1 

hor;;:.1i 
1 

! 
1 



Electroforesis en gel de poliac:rilamida e inmunotransferencia 

Se identif1cut-on en 1~· elec:.:troforeGis del ER aoro::im.;1d,;¡mente 

4(1 fracciones ribosom1c::<.s. oo~terio1•mente 5e real i ::o el oaso de 

estas fraccionos 1·iho<:::omicas 2' oaoel de n1 tract1 1u1os~ y se puso 

en contacto de reveJ i'\da la 

re.:\ccion inmunolóq1.:a :oe ici•_·nt1 i ic2~·on bandas o fr,::icc iones 

ribo5c¡m1cci: con car:.1L-.r.:1d::;.d ¿;nt lfJc'.'nlcc. clenom1nadao;:~ rA (38.ü(JC) 0) y 

( 34 • (H)(J D 1. Sl? h l ::o u:..-:-ndo 

F:NF·-n (LJ.I). F:o/SSA. Lci:::-:sE~. Sm ·~' sl1c1-o rtC.H'/f¡F1] • 

1-E:. F 111ur·., 
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DISCUSION 

dir1~j dos con di sT.1ntas 

1·ewmc:it 1 <:as. 

T,:;.mbitl<n :e ide-ntii·1c:=oron lo:. ooj ioootidc•=-· ~r.ti~E:n1ca~. p=ir<: E-lle. 

L1ti 11::.amos 

s-,ensi ble 

t"·:?r.1 an 

o.:. t: ron ele· IFJ 

Sólo 

c-1ropos1 t;Q. 

los AAt·l oc?· medie dE"~ dobl~ dlfUSlC!n 

er1::1mE·\1c¿· o~-T inlrnOs ¡~ 

loc2,l i ::21mos loa DDl lOG·ot¡dos: 

C12"1.) de nuestros: o~cien~es con LES 

anti-RNP-r: en ~ocios: e3ta: ='ueros hubo 

OE .::;saecto 

un oeciente con ciaanosticc de ESF se le 

detectaran anticLteroos ant1-RC·JF'-r. F-·or med10 ele el E'ctrc1foresi:. 

de zinticueroo: ser1cos 

esoecif1ccs 6nti-RNP-r se identificaron dcE or~oteinas antigenicas 

~'o::ect1v.::>.s, se cbs?rvo edema: aue estos ~nt1cuaroos pueden ser 

detect~do~ utili::ando IDD cont1·a ETC ó ER. 
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L.os 

aquel los 

antic:ueroos contra c:omoonentes citoplásmic:os incluyen 

diripidos contt·a t•ibosomas y han sido identif ic:~dos en 

LES y otras enfermedades reumatic:as con una frecuencia de 1.:. a 

24i:. (27-.3]). En encontraron con ltna 

de 1 12%. la discrepancia en la detecc 1on de e=.. tos f rec:L1enc: i a 

anticuerpos PLlede deberse al núrnero de ~uJetos ostud1~dos y al 

orac:edimiento técnico utili;:.;ido. ya que al practicar IDfJ contra 

ETC. e::iste una Pt"Pcio1t~c:ion inmune qu~ ~1~nc icenL1dod r.:i21rc1al 

con t Lli J. y la susc:eotib1l1d~d d1 pr°":=t l. on en~1rnat1ca 

muestra aue el antiaeno ribosom1co es L1nw r i bonuc l fc:'OD r~ote t na. 

F'ot• téln t:o s1 SQ l\Sti el método de-' hcrnoaglutinecion pasiv¿, con 

tratC\m1ento como un J cr=i 

di ferc•nc i ,:1r P::t;r;=oibles del nüc:leo. 

invarii.1blemc·ntc· SE.' r.onft1nd1r¿1 1,-:¡ {~:-nr:>c1ficid:.d del C1ntJCUP-rDo que 

se le c:lc01sit1car<\ camo orit1-Rl'JF;·-n <:Ul1. 

El <".nt igeno RNF'-r es. probC1blemente un 

-fi~jCO$ es=. ta 

conc-lus.inn 2n te 

con$et~·.·¿_1 i·c;::•c:tiviLlcd cntt·a !-:-. • (l muy 

mir~ntr=-.i:::: our2 

de r.:c:-1 2.n ti cieno 1·1bosomi.:::a. 



2 af'Jos sigue siendo fL1ente de antiQenos nucleares como Sm y RNF'-n 

CUl >, el antigeno ribosomico CRNP-rl desaparece en solo semanas 

en las mismas condiciones de alamacenam1ento. 

En los últimos ahos se ha intr·oduc1do a la inmunoauímica la 

técnica de transferencia de proteínas <ant igenos> seo arados en 

gel de poliacrilamida hacia un papel de nitrocelulosa, seguido de 

una reacción anti9eno-anticuer•po aue identifica a los componentes 

antipénicos en una me=cla compleja. Esta técnica es superior a la 

tradicional de IDO e IEF·y ofrece la posibilidad de efectuar 

estudios moléculares oue hasta hace poco eran impracticables. Con 

esta metodología~ encontramos CL1e entre las nL1merosas bandas 

orotéicas aue contiene el ER hay, al menos, dos reconocidas por 

anticuerpo humano obtenido de diferentes enfermos con LES, estas 

proteínas tienen pesos moleculares de 38 y 34 KD. Este hal la=go 

resLtl ta concordante con resultados reportados previamente. (32-

33). 

Como ya se ha set'falado al practicar una prueba· de IDO contra 

ETC eHiste una identidad inmL1nológica parcial entre RNP-r y RNP-

n CU!> , esta precipitación inmLlne con imagen de identidad 

inmunológica parcial en la IDO semeja la descrita en el caso de 

sistemas antígeno-anticuerpo Sm y RNP-n CU!). <34). Reciente.mente 
'-

al conocer en detalle la estrLlc:tura molecular de los antigenos Sm 

y RNP-n (Ul) se mostró que comparten tanto la estrL1ctura 

peptidica como el ácido nucleico; el antigeno Sm contiene 

péptidos A" B, Bl, e, O, E, F y G y RNA de serie U1, 2, 4, 5 y 6, 
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mientras RNP-n tU1l contiene solo los peotidos A y e y RNA 

Ul. C::JS-36>; pretendida identidad parcial pL1ede no sE?rlo y 

de una reacción de inhibición " l reacc1onar el 

anticuerpo con partic:ulps de a-.nti9eno Sm l 1ore. no li9ado -"" f"\NP-n 

(U 1l • formando un escalón en 1~ linea 

anti cL1erpos y c.omple,ios Sm-F:NF·-n <Ul > • f.;•;:o i 1 ciic l on 

hipotética oue debet•á orcb~t·se en el futuro. oodt•ia ser aoltcable 

a la sitl..1.?1c:ion entr& Rí~F'-n (LJ1) y RNF'-t', 

Los es.tLtdios fisico-ot.dmic:os son cC1.oacc>s oe diferen<:1~r 

~nt1penos pues di fer(:."nc i 2.s de est,;-.bi l idad 

cambios 

entre 

<Z>n 

en 

f\.1er;:¿:i. eD i toPP-S riuoscm1cos 

orobcib 1 C'rTH:.H1 te C-StUdlOS 

rt:icn . .1ieren mucha t:ie.•rr,oo y no son ciolicables ,;;tl tr~.,,b.:1.io cot1diuno 

oa1·~ identif 1car· Lln ~nticL10rco. En cambio. es t•ecomendable el uso 

v~rios c::t1·actos anti9enicos o~r·~ la car·act~ri=acion 

C.8H 

v ER. us.,ndo té·cnict1s :'c<11r::1llar, efe fDf,> <.::.e' 1ogr2' diferenciar t:on 

p¿i.c: i en tes con en f E:·t"fllf:'d¿•de'? reumf! t 1 c:ac. 

inmLtnotrans;fot'f.'JlC i~"' 

de l " 

Clt.\t? 

::'l 



además el efecto cue ejercen estos au toan ti CL1erpos sobre 

ribosomas y asi poder llegar a una mejor comprensión de 

los 

la 

fisiooato9enia de este tipo de padecimientos. 

En suma hemos estudiado ! a prevalencia de 

antirribosoma en el suero de oacientes con diversas 

reumáticas generali;:adas con participación inmune, 

anti e L1erpos 

en1"ermedades 

confirmando 

que es tos anti cuero os ocurren con re 1 a ti va frecuencia en LES, si 

bien oueden aoarecer ocasionalmente en otras condiciones. Además-

Ltsando técnicas de gran sensibilidad y especificidad se logró 

identificar componentes proteicos de la molécula oue se comportan 

como antígenos. 
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ANEXO. METODOLOGIA EMPLEADA. 

J. ANTICUERPOS ANTJNUCLEARES POR INMUNDFLUORESCENCIA 

1.- Material. 
a.- Metasilicato de sodio al 2.5% en aoua destilada. 
b.- Acetona. 
c. - Glicerina. 
d.- Buffer barbit.:11 0.05M oH 8.6 

"· -
f. -
g.­
h.­
i. -

Solución oar•a cubt·ir tejido. 
PBS (J.1)5M pH 7.:2-7.4. 
Higado de rat.n. 
Control positivo en alicuotas 
Antisuet•o de cabt•a contra 
isotiocinato de fluot•esceina. 

J.- Ct•iostato. 
k.- Agitador mapnético. 

partes 2 9u21 les 

con9eladas. 
I 9G humana. 

J.- Microscoio para fluar•escencia. 
m.- Pipetas pasteLtr. pipetas graduadas. 

porta y cubre objetos. 
2.- Procedimiento. 

rcloJ. 

de e y d. 

conjugado 

gradillas, 

a.- Pretr·atamiento de las laminillas. Colocar• 5 minutos en la 
solución de metasilicato de sodio al 2.5%. dejar secar a 
temperatura ambiente. 

b.- Prepar•ación de cor•tes o secciones. H1gado de rata 
inclLtido en tissLte tek <Ames. Miles>, almacenado a -70'C. 
En crisotato realizar cot•tes de 4u de espesot•. Coloca~ 

dos cortes en cada laminilla, almacenar a -2o·c. 
c.- Pt•epat•ación de sueros y laminillas. Colocar las laminillas 

en acetona ft•ia por 10 minutos, dejarlas secar a tempet•atura 
ambiente. Reali;:ar dilución del suero a oartir de 1:20. 
Identificar la laminilla en el e::tremo 1:qL1ierdo. 

d.- Cubrir el tejido con 100 ul de la dilución respectiva del 
suero. Una vez iniciado este proceso no se d&be de secar 
la laminilla. 

e.- En una laminilla colocar control positivo y negativo. 
t.- Incubar 30 minutos en c:amara humeda a temoeratL1ra 

ainbiente. 
g. - Lavar 2 veces de 5 minutos c/u con solucion de PBS. 
h.-.: .. Cubrir cada corte con 20 a 51) ul de antisuero de cabra 

anti-IgG humana conjugada con isitiocinato de fluoresceina. 
i.- Incubar 30 minutos en cámara humeda a temperatt..tra 

ambiente .. 
j.- Lavar dos veces como anteriormente se indico. 
k.- Colocar una gota de solución para cubrir te.iido a cada 

uno de los cortes y ponerle un cubreob,ieto. 
l.- Leer en microscooio para fluorescencia. 
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II. IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR 
DOBLE < IDDl 

t. - Material. 
a.- Aaarosa. bacto ~~ar o agar noble. 
b.- CaJas de oett·1. 
c.- Buffer de PBS 0,1)5M PH 7.2 
d.- Fuente Rnt1cenJca. E::tracto de timo de cene.lo. 

de bC<;:o hum,:ino. e~:tr;;:.c:to ribosomal. 

r NMUNOD r FUS ION 

e:: trae to 

e.- Sueros c:or-.trol oosit1vo ~•nti-Sm, FNP-n <Ull RNP-r. 
Ro/SSA. La/~>SEi. 

2.- Pt·ocedimiento. 
a.- Aoarosa al c~.6% en PBS. Fundit• en baho maria. hasta 

clarificar. 
b.- Llenar las caJ~s de oetr1 con a9arosa i).6% 
c.- Reali~ar el cot•te en la apat•osa. en form~ he::a9onal. 

octa9onal. etc. 
e.- Colocar Dl antígeno, control positivo y euet•o a 

ider1tificar• en el lLtQat• respectivo. 
t.- Deisr ditund1r de ~4 a '18 ho1·~s y ver•ifica1• ~1 e::iste 

~i~1lo de mlfH'~1c1ón y <::3i e:·.1ste identici.::id tot.:~1. parcial 
e no identid~d. con el sLn:~ro control oosi t1vo. 

II I. OBTENCION DE EXTRACTO DE TIMO DE CONEJO <ETC) 

1.- M~terial. 

a.- F'olvo ecet6nico de timo de ccne10 !Pecl-Ft•ee~). 

b.- Buffer de PBS 0.05M cH 7.2. 
c.- lnhjbidot't'?5 de orotciaüas, EDTA, PMSF, A<:ido eosil'--~n .:,,m1no 

CC:iDróico. n-meti lmalemida. <Sigma). 
d.- AgitBdor m20netico. 
e.- Centrifuga r·efr•jper·ada 2!),()00 rpm. 
f.- Liofili:adot·e. 

~ Pt•ocedimiento. 
a.- F'C?:5i\t' 10ú r1~,,. dL:;- t.lt"Jlvo ;)cet;c,n1co CI~ time d2 cene.la oor 

cada mi de· solL1ción de PBS 0L1e conteng~ t:l.001M de cada 
L1nc de loe int1ibidores de ot•oteasas. 

b.- Reali:at• ~9itacion lenta continLt~ a 4'C oot• ~ hor·as. 
e:.- CE.>ntri"f1.19ar a 12.~f(>(JG oot• 15 rrdnutos .. -:i. 4 ·c. 
d. - Tom.::ir sobrc;nadante. 
e.- Liofili;::ar. 
f.- Usar a una concentración d~ 10 1ngr· por ml. pare d~tectat· 

ODt" !DD BnticLtC~t·pos iint:i Sm. h'!·JF'-n CUl). RNF·-r. L5/SSB. 
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IV. DBTENCION DE EXTRACTO DE BAZO HUMANO !EBH> 

1. - Material. 
a.- Ba~o humano. Si es de autopsia que sea de las primeras 4-

6 horas post-mortem. 
b.- Buffet• de Tr1s-HCl O.C>5M. 0.15M NaCl. pH 7.2. 
c.- Buffer de Tr·is-HCl 0.(i5m. 0.3M NaCl. pH 7.2. 
d.- Inhibidores de oroteasas EDTA. PMSF, ac1do eosilen amino 

capró1co, n-metilmalimida. 
e.- Resina y material oar•a montar una 

<Whatman>. 
f.- Membt•anas oar·a diálisis. 
p.- F'olitrón. 
h.- Ultracentrifupa. 
i.- Esoectrofotometro con lu=: UV. 

2.- Procedimiento. 

col Ltmna de DE-52 

a.- Decaosular y cortar· en trozos peque~os el ba=:o humano, 
me::clando volúmen a volt'.tmen con el buffer de Tris-HCl 
0.05M, 0,15M NaCl pH 7.2, con inhib1dores de proteasas a 
L1na concentración de (1.00111. LLtego politt"'onar hasta 
obtenet• una me=cla hon1ogenea. Centrifugar· hot•as a 
105.000G a 4'C. colectar el sobr·enadante y d1al1::ar toda 
la noche contt•a el mismo buffer. en cuarto frie. 

b.- En unA columna de :.5 :: 40 cm. de DE-52 eouilibrada con la 
misma solución amortiguadora. aplicat• el e::t1·acto total de 
ba::o humano. lava1· e::tensiv¿imente y posterio1·mente elu1r 
con buffer de Tt·is-HCl 0.05M. 0.3M NaCl pH 7.2, con 
inhibidot·es de proteasas a Ltna concentracion de 
O.OO!M. Colectar tracc1ones de le) ml y caracter1;:arl.:is en 
esoectofotómetro a 280 nm de longitud de onda, me::clar 
todas aauellas f1·acciones que nos den una lectura 
suoerior a 1 .. '.2. Liofili;:ar, almacenar a -20'C. Utili::ar 
a una conmcentr~cion de 10 mgr/ml para identificar por 
IDO anticut.irpos anti-Ro/SS?\ y anti La/SSB. 

V. DBTENCIDN DE EXTRACTO RIBOSOMAL <ER> 

1.- Material. 
a. - Sacarosa. 
b.-:_ Deso:·:icolato de sodio 
c.- Glicil-glicina. 
d.- Inhibidores de proteasas, EDTA, PMSF, ácido epsilen amino 

capróico, ·n-metilmalimida. (Sigma). 
e.- Hígado de rata. 
f. - Po 1 i t rón. 
g.- Centt"'ifuga de 20,000 rpm. 
h.- Ult~acentrifuga. 

i.- Espectofotómetro. 
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ESTP. 
SALIB 

~.- F'rocedimier1to. 

TES!S 
DE Ln 

ND UEDE 
Bl3llllTECA 

a.- Cortar en oequehos tro=os el higado de r~ta v coJoc~t·lo 

volL1men a volt.'.tmen en 1.1na solucion de sacarosa U.:2:if1. OLte 
c:ontenpa inhibidores de orotea5as el Ltna concE?ntr.:i.c1on de 
O.OOlM. homopenei=arlo en oolitron. centt·ifL1gar· a 18.00(1G 
a 4"C por· 10 minutos. colectat• el sobt•enad~nte. 

ultrac:entrifugarlo a 105.flOOG .:i 4 'C oor 45 rn1nL1tos. 
colectar el precioi tado .v hacerle determ1nacion dE' orc1tein~s 

resusoender en una soli_1c1on rJe d1?s:,0::1c:ol~:ito de sodio al 
0.4i~. 0.05M de 9l1c:il-r:il1c1n,:. nH t::1.0. con 1n/11bJdo1·e:>s d~ 

proteas.as a una concentr::ir:ión de (i.1)(1111. Do1· cad,:1 15 myr 
de oroteina. afiadl.r l•J ml de 121 ?-ol,1c1ón dE de:::ü::lco!~··to. 

Una ve:: 1~c>susoendidc:i 0Cll1trc.•nC1t~ hC>.st:¿, ot.1tr.~tH21· uno" 11112:-:c:la 
Llniforme. ooste1•iormentE~ c:entr1 fuc;ic:1r .:i l•)5.c)0•)13 001· ... :­
horas ~ 4 'C. Co1ect¿ir el Dl'Pc101t<ido. lioiil1:::arJo. 
almacenar·lo a -~o·c y utili=ar·lo a Ltna concentt·acion d~ 

11) m9rfml oura de-te>cta1·· 001· IDD ar.t1cu(~t·nos e..nti--RtJF"-r·. 

VI. ELECTROFORESIS EN GEL DE PDLIACRILAMIOA 

1. - MC1.terial. 
a.- S.olucir ... n 1:icr1l21m1d¿i :-:o:·;, B1c;::,-ac1•il.cimidc; (!.81... 
b.- Sol1..rción Tr1~-HCl 1 .51·1 c.H E1,8. 
c.- Solt1~ion Tt·is-HCl O.SM nH 6.8. 
d.- Solw=ión SDS ¿¡J 11)% 
e.- Pet'eLtli~~o d~ amón10 al 
f.- Buffer do corr·jmiento. 

Gl icint~ 
Tris bc:>.~:;2 

SDS 
Aforar 

g.- Buff0r dtó.' muc=:tra. 
Trie ().5M o/i 6.8 
SOS 1 O/. 
Gl iccn•ol 
A:L!l de b1·on1ofGnoJ 
f-1pll.:i de?::: ti 10da 

1 (I;·: 
Df-J 
72 
1 e· -· 

5 
5 

8. ._:. 

¡;¡r 
.(-Jt' 

9 t" 

l t 

l O ml 
1 O ml 
1 O ml 
:::.o mar 
19 mi 

DTT O.~H ~1 1~)% del vn11)¡1~en final rle la n1uestt~a. 

h.- 5oltición de tinc1ón. 
Coomassi~ Blue R-25(1 
f'JF:>t"'nol 
Acirlo r~.;:E'.:t1co 

r1nuu docti 1 ada 

ar 
'.225 ml 
50 ml 

:225 ml 
1~9itar •t ho1·<:>s y 1·i!trar. Tr¿itar el g~l de L!n 
otr·o. ó oot· un minimo de 1 t1ora. 

i.- Solución deste~idora. 
Ac:1do C:•c:é-tir.o 
Met,inol 

.i. ·- TE>m0d ~ L· íl • 

~ •/ 

h.- Eo1..•i1lO oar~ Q]ectt·ofor·t~i~ hur·1=cntal. 

d!a pc:i.ra 

¡ 
1 

¡ 

1 

1 
¡ 
1 
1 

1 



2.- Procedimiento. 
a.- Armar la camat·B de electrofot•esis. colocRt' el gel 

separador• en l~ parte infet•iot· del slab. deJar oue ool1met·ice 
aot•o::imadamente 30 min. v oosteriormente en la pat·te suoerior 
poner el peine y el 9el concentt·~dor, esperar 20 a 30 min. 
para que oolimet•ice y desoues colocar la o las muestras 
en el cart·il cot•respondiente. oonet• la c~m~re aL1c contendrá al 
buffer de la pet•te super101·. colocar el slab y la c~m~t·a 

suoer•iot• en l~ de electrofot·ésis. iniciar• co1·1·11n1unto a 40 mA 
por slab. DesoLces de 4 - 6 hrs. de cot•t·imiento. colocar el 
pel en solución de tinc1ón, oor un minimo de 1 hr·. 

GEL SEF'ARADOF; 7. 5i~ 1 (l'(~ 12.5% 

Acri lam1d21 30i: Bis-acri lamida (1.8% - ~ ; . ~ mi 1 (1 mi 1 :. 5 "'1 
Tris-HCl 1. 51'1 pH 8.8 7.5 7.5 7.5 
AQL\a destilAda 14. 7 1 ., ~. 9. 7 
sos 10;~ (1. 6 (1. 6 0.6 
F'ersulfato de amón10 lo;~ t). 2 o. :: (1 • .2 
Temed 20 LI] ::o LI] ::Ci u 1 

GEL CDNCENTRADOF; 4% ~-. 
~ .. 6.25i: 

Acri lamida :.o~·~, Bis-acrJ lamida 0.8% 4 m 1 
Tris-Hcl 0.5M pH6.8 7.5 
A9Lt8 destilada 18.4 
SDS 1 (!% (1. ::;. 

F'ersulafto de amóni o 1 o:~ o. 1 
Terned 15 ul 

VII. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

1.- Material 
a.- Gel de poliacrilamida sin tehir. 
b.- Papel de nitrocelulosa. 
c.- Buffer de transferencia. 

Tris-Base 0~025 M 
Glicina 0.192 M 
Agua destilada cbo. 

d.- Buffer de fosfatos-salina CPBS 0.05 M>. 

~ -· mi 6.25 
7.5 - ~ ; . ~ 

1 7. 1 15.9 
(J. ::. (•. ;:!. 

o. 1 t). 1 
15 LI 1 15 

e.- Albumina serica bovina. tween 20. 3.3 'D1amino-bencidina, 
F'eróHido de hidrogeno. 

f.- Eouioo para inmunotransferencia. 
2.- Procedimiento. 

a.- Colocar el gel hacia el lado negativo y el papel de 
nitrocelulosa hacia el lado positivo de la camara d~ 

transferencia, tr·ansferir las orote1nas del gel de 
acrilamida al oapel de nitrocelulosa a 250 mA por tres 
horas en cuarto frio. 
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b.- Tratamiento de] oaoel de nitrocelulosa. El oaoel con las 
oroteinas transferidas se cubre con una solucion de 
PBS-ASB 3% y a=ida de sodio 0.1% a 4'C y con a9itac1on 
continua oor tt•es ht•s. o toda la noche. !.avar el oaoel 
tres veces. cada una de 10 m1n. con F'BS. Dilu11· el orJmet• 
anticueroo en F'BS-1".\SB .:..1 3% a la conc<=!nt1·ac::1on deseada. 
e incubar oor una h1·. a temoaratut·~ amb1ente con ap1tac1on 
continua. Lavat• dos veces cor J(• m1n. e/u con PBS-Tw~en ~(1 ~] 

0.3%. y tres vecos con F'BS. cc1da cambio dE.· 1(1 n11r· •• lncuoar con 
el $f?9Ltndo anticueroo diluido en F'BS-t-iSD :.~'. r1ot· un.:i hora a 
temoerDtu1•a amb1~nte con a91tac1or1. Lav~r· co1110 se t•e2l1=0 
desoués de la incubac1on con el cr1met· ant1cL1~1·Do. 

c.- Detección de l~s bano~s de cr·or·eina sobt·e el oaoel de 
nitrocelulosa. Con ~-~'Di~mino-&enc1d1n~ o 1.4 Clor·o-
NaftaJ. D1 sal v~r =·(~ m~r de Dt-\B en 101:, ml ..-Je: FE:s. ¿::¡9t·p9¿u 
10 ul de oero::1do de· h1dt~c:i;ieno L""'l .:.()"./,. 1_¡.::.(J m9r oe 1.4 
cloro-naftol en 10 ml de r1H?té>nal m?s 50 ml ::ie F'BS y 
apre9ar 5(1 ul dt? oet•o::1do de h1dró9P.no ol 30~·~. f-·.:::.ra oar.=i.r 
la reaccjón se? 
de sodio <'ll 
or·oteinas con 

tef'"li r el 
oat.rón de como 

carien 1.:-s: t1r·¿:i,s cito r:.·~Pe1 en <:lOLl<'I con a::1oa 
(1, l :'~. C.uc01ndo se t·0vc·l an l 0.S o.oindas ae 

DAP.., lo.•s t1r~a::-de DE•Del se DLIE'den secar. 
Oi"1Del de n1tr·ocE>lulor:C"1 y nodet• ot><::=.ervar el 
tran::iiriE>ron la!:O nr'oteinas. se t1f1en 

con e.mido nept•o. 
Solución de Tinción con Amido Negro. 
Amida nepro 0.1 % 
li~tanol 45 % 
Acido acético 
Apua destilada cbo. 
Soluc1on desteh¡dora. 
Acido ~cetico % 
Metanol 9Ci % 
Agua destilada cbo. 
Colocar e1 papel de nitrocelulosa con el color·ante oot• 5 
min. en a91tación constante. despues se oasa a 
la solución destehidora por 5 m1n. con ao1tac1ón 
constante, (el papel se pont;" blando' pasar a agLla 
destilada. 
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Ap1~adec imir::.•ntos: 

A todo el cersonal del Laboratorio de Inmunologia del 
lnstitL1to l·J¿\cional de Cardiolo9ia "Ignacio Ch.ave;:º y al M. en C. 
Fel ioe r1enda::a F'ét~e:::. oor su valiosa colabor•ación en la 
ree1lJ::ac1on del tr,é\ba.io e::oerimental. 

---.. ,.., ·-
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