Universidad <Nacional =Futdrnona

de c/l/(éxiao

FACULTAD DE MEDICINA

ANTICUERPOS A RIBONUCLEOPROTEINA RIBOSOMICA,
CARACTERIZACION DEL ANTIGENO Y PREVALENCIA DEL
ANTICUERPO EN ENFERMEDADES REUMATICAS.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN

CIENCIAS BIOMEDICAS (INMUNOLOGIA)

P R E S E NT A :

goas de gsafm cqff'zsc{o Contés &fszmbzi[l?o

MEXICO, D. F. {988,

1786/

E




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



LES.
E5F.
ESF.
AR .
EMTC.
FMs DM,
ARA
AAM.
IFIL.
ID0D.
CIE.
IEF.
RrF .
RMNF~-n o RMF-L1.

Ro/850.

iZTC.
2.

ER.

ABREVIATURAS

LUFUS ERITEMATOSO SISTEWMICO.
SIMNDROME DE SJOGREMN FRIMARIO.
ESCLEROS1S SISTEMICH FROGRESIVA.
ARTRITIS REUMATOIDE,

ENFERMEDAD MIXTA DEL TEJIDO COMJIUNTIVO,
FOLIMIDSITIS/PERMATOMIOS1ITIS.
AMERICAN RHEUMATISM ASSOC1ATION,
ANTICUERFOS ANT INUCLEARES.
INFUMDFLUORESCENGIA INDIRECTA,
INMUNODIFUSLON DORBLE.
COMTRATHMUNDELECTROFTIRES T 5.
INHMUMOELECTROFORESLE,

FIBEOHUCLEGHEROTE T1ia,.

AUTORNTICUERFO DIRIGIDGD A RN DE SERIY U,

AUTOAMTICUERFD DIRIGLIDD A RNA DE SERIE Y.
AUTOANTICUERFO DIRIGIDO & RNA DE SERIE Y.
AUTOANTICUERFD DIRIGIDO A TOFOISOMERASA.

AUTIAHMTLICUERFO LIRIGIDG A HISTIDIL-RMAL
SlTRTASA.

AUTOANTICUERFD DIRIGILED

I

M DE SERLE U,

AUTOANT TCUERFD DIRIGIDO A FROTEINAS
RIEMCEOMICAS.

ExTRALTO DE TIMOD DE CONEJO.
Ex1=ACTD DE RAZO HUMANO.

EvTHACTD RIEO=OICN,



RESUMEN

Las enfermedades reumaticas oceneralizadas en su conjunto
v el LES en particular., se caracterincanm por la oresencia de
muchos autoanticuerpos. los cualese estan dirioidos contra
macramoleculas celulatres, nucleares v/o citoplasmicas. esta
caracteristica  inmunologica no es inespecifica. sino aue ciertos
autoanticuernos =e detectan enclusivamente an alaunos
nadecimientos. o al inenos estan estrechamente relacionados con
estos. Eosta tesis describe un anticuerpo particularmente ocresente
en LES asi como ta caracterizacion del sustrate antiloenico

reactivo ten 1= antidcuona. Htilyeando lecniwog =}

]

glectroforesis de alteo voltajde & 1nmunomlectrotransi@renca. la

[H)

-

cuales permiten amalisis moleculares. 2 identiticaron Z epilrtopes
ribonucleocproteicos ribosomicos, denominadas A v rEB. Aunoues
presente  en el 12% de 1os casoes com LES. gl anti—-FRHF-+ sdlo se

chncohtrd en esta entidad. a excebcion de un caso con 55F.



SUMMARY

The pPesencé of sérum antibodies against nuclear. cvtoplasm
and citoeskeletal components of mammalisn tissue is a common
finding in systemic rheumatic diseases. Among antibodies wich
react with cvtoplasmic structures, antiribosomal and
antiribosomal ribonucleoprotein antibodies are relatively commnon

in systemic lubuese ervithemaiosus.

The brevalence of antibodies te ribosomal ribonucleoproterns
{(r—RNF) was studiea in patients with rhevmatic diseases. Spven
gatients head orerminitating antibodies aoccarnts =REHE, o had
svaetemic lupus 2rvthemstosus. one had primary Sidarens Svndrome.
frnti—r—=RHF waz not oresent in mited connective  taissue disease,.
rheumatoid arthritie, DrogresEive systeamic =cleros: . UCREST.
primary Ravunauds or normal control sera. A partial ismunolooical
identity orecigitin ling was present betwosn (LHL)n—RMNF ana e-REIE,
but these were distinct 1n phvsicochemical proberties. [STEYR it o ol
blot amalisiz of ribosomal extract using antr--r—FEME Tl travealed
2 oolyvpontides callod rA and rRE owich anpear to be the 1IMOrtant

antioenic determinants.
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INTRODUCCION

Desde 1941 un Qrupo hetefngenen de  enfermedades
reumdticas se ban aorupado bajio diversos nombres: enfermedades de
la colégena. del tejido conjuntiva, colagpenn  wvasculares v
finalmente  enfermedades reumaticas generalizadas. an estas
enfermedades v en particular en 1 lupus eritematose sistemico
(LES)., es comin la mresencila de autoanticuerpos diricidos contra
macromoléeculas nucleares. citoplasmicas W elementos del
citeoesaueleto. les cuales se agrupan bajo la denominacion  de
anticuerpes antinucleares (OnM) ., La prucba maez wtilisade wvara
detectar OAN ec la de insunotluorescrnsia indirecta (IFI1:.
mediante la cual 2 pueden identiTicar o1 ferentes patrones
fluorescentes, de Jlos cuales, el mas <oman es ¢l homDoeEneo aQue se
encuentra cuando 1oz anticuerpos e@stan dirioidos contra
nucleoproteinas. Exzte oDestron ze plede encontrar en el LES,

toaiiea

i

sindrome de Biocopren orimario (55F), crclerosilc 513
prooresiva (ESF). artritie reumatoide (AR v enteremdad mixta del
tejido conjuntivo (EMTC). El patrén poriferico (anular o circalar)
s asocia a anticuarpos contra DHA v se oneuvcntera principalmente
en pacientes con LESE. El patrdn motrmado sucierae la precencla  de

anticuerpos contra moldédculase 2zoluble

eutralbles del naolen v se
detectan predominantemente on LES, EEF v EMTLE. E1l patron
nucleolar s el menc:s frozusnte v represents anticucrosne contra

21l RMA nuclear. ague ze encugnbran 2N cacisentes con T2NoMEne e

Ravnaud, LES v ESP, (1-52,

1]



A pesar de oue el método de inmunofluprescencia indirecta es
una excelente prueba para detectar AAN existen otros metodos como
los de orecipitacidon en oel, inmunodifusion doble (IDD) .
contrainmunoeclectroforesis (CIE), inmunoelectroforesis (1EF) v
metodas ipmuneoenzimaticos (ELISA e Inmunotransferencial aue nos
permiten definir la especificidad de estos auloanticuerpos. Los
antigenos nutleares v/o citoplasmicos contra los cueo se dirigen
los autoanticuernos son particularmente oroteinas no histonas
{DNA [m] RMNA DEQUENDS ) voen alogunos otros [=INE=) gelerminantes
antigenicos et an cunstit;idoa por alamil. treopiid 0 histidil
FENAt-sintetasa. topolsomerasa 0 polimerasa v cada unog de cstbos
autoanticueénmg ha sido asociado a alaun padecimiento reumabtaico
ceneiralizado  en ocarticular: asi. log awtoanticuerpos anti-—-DNA
bicatenatrio (o nativo) se ham asociado a LES. Los avtoanticuernos
a RMA peauefioe como el anti—Em oue identifica a las
ribonucleoproteinas (RHF) de la serie U (1. 24 4, & v &) =on
detectados en un alta rorcentalie de los pacientes com LES. Otcro
anticueroo dirigide tambien a RNF es ] denominado anti-RHk- Ll o
RMF-n. el cual cusndo se encuentra a titulos altere ha fi1do
asociade con =indrome: do sobrecozicidn. tombien conocidos  come
EMTC. E£En pacientes con 88F se han detectado dos tines de
autoanticuerpnos asociadocs tambion a KMA peguelos v que han sido
denaminados Ro/&S80 v La/z38: sin embarno. ezltor amioanticusroos
no  oaresen =2r pucluziveos de cote oodecimiento va aue ambos han

sifdao detectadoz en orooprciones vartixbles on varios padecioicnitos



reumaticos generalizados. Los anticuerpos a topoisomerasa como es
el caso del ant}—Scl;70 son detectados swclusivamente en
pacientes con ESP v las dirigidos a alanil, treonil o histidil
RNAt sintetasa camo los autoanticuerpos anti-Jo-1 se encuentran

en pacientes con polimiositis o dermatomiositis (FM/7DMO . (7-81.

Entre los anticuermos espbeclificos contra estructuras del
citonlasma. los aque reaccionan con ribosomss son relativamegnte
comunes. fAorostmadamente del 10 al 200 de los pacientes con  LES
cursan con «nticuerpos contra ribosomas. a pesar de sSU Trecuencia
tan alta. a la Techa no existe una caracterizacion orecisa cle

estos autoanticueroos. ($—13).

En 2! protocolo de estudio de los nacientes con enfermedades
reumaticas la determinacitdn de AAM por IFI se realiza  en torma
cotidiana. En una paciente e reunia criterios Lara
diagnosticarltla como LLES. =2 encontrd un noatron de  fluograsconcia
limitade al citoblasma. Al roalizar ta proeba  oe 1D contra

wtracto de timo de conelioc (ETC). e 1dentificed wna bands  ae
procipi tacion inmuRe  gue no mnoasted identicad e it s
completa con sueros de refersncia anti-Sm. Ros35A. La/s358,
Ademds mostrd une identidad inmunolocica parcial con un sSuero

anti-—~RMF-n (uly ., For  lo  anterior decidimos realisar 15

i

identificacion v cerazterizscidn del antloonn comira &1 cual )
dirigen dichos autsonticuerpes,. azl cono conocer la oravalencia

del anticuersao en paTichte can diztintes et ErmEandes

0

reunaticas,

G



OBJETIVDS

~Definir la prevalencia de anticuerpoz a ribonucleporotelina
ribosomica {RMNF=t~) en sueros de enfermos con distintas

enfermedades reumaticas v en un arupo de individuos sanos.

~Laracterizar el antigdno en cuanto a sus  propiledades
fisico—ouimicas. zgensibilidad a enzimas e  identificacion por

inmunotransferencia de los polipepntidos anticenicos.

MATERIAL Y METODOS

S investion la prevalencia de anticusrcos anti—-RMNF—-r sn 50
pacientes con LES. en el suero de 38 pacientes con ESF. 21 con
EMTC, 100 con AR AC con 25F. 20 cen FrivDME y 25 suaegtos
tlinicamente zano=. El diagnestico on cads orupo fue establecido
&n concorﬁaﬁcia con los criterios respbectivos proouestos par 1a

American Rheumati=sm Aszociation AFAY . L4-20) .
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Catracterizacion de Autoanticuerpos

Los autoanticuerpos antinucleo v/o anticitonlasma an
diluciones progresivaes del suers. fueron determinados utilizando
la pruesba de IFI v como substrato higado de rata (21)., (anewo 1).
Fara definir la especiTicided de los autoanticuerpos. se utilizce
la prueba de IDD en oel de agarosa al 0.6% en  solucion  salina
amortiguada con Tosfatos., (ameun T1) contra un extracto sclubls
de timp de conejo (ETC}. (aneuo I11). Este metodo nos woermitio
distinguir anticuerpos tales como anti—Sm. KHNF-n (). FNF—t,
La/s550. comnparando ceon sucros prototioe. Con el mremo metodo DeEro
con prutracto de beoro humano (EBEH) . (onows V). se  determino 21
anticuerpo anti-Re/8%A, Lo especiTichrdad el anticusroo (RN~ )
ep estudid con Ln eubracto de Fr1DOSoMmAaE (ZR) . {anexo Vi,

purificados de aguerda al metoco de Littlesield, (2224,

Propiedades fisico-quimicas del antiaeno

El efecto de la temperatura e deternind conoelando v
descongelands el ETC S vecez: osi cena conzetvandolo a 4'C v =70
C. o incubéndolo a Z7°C v 50°C por 1/2. 1. 2. 2. 6 v 12 hrs. =1
efecto de las voriacianes en el pH se investicd dislizando el ETC
contra soluciones 1=sctdnicas con buffer 10 okl de olicins—-acideo
cloarhidrico {pH 7,.72). acetato oM 4.0, rostatos (oh e .0 v 7.7,

boratos (ol &, 2 v carhonato eH .07, Zo ofeceuwo aializte convra



agua destilada para disminuatr la fTuerza idnica. Todos estos
procedimientos se hicieron a temperatura ambiente. La
sensibilidad a nucleasas y proteasas se determing incubandao el
ETC con las encimas DNAsa. RNAsa v tripsipe con wna  relacion
substrato-enzima de 101, en condiciones obtimas para accion
enzimatica v durante periodos variables de O a 60 minutos. al

final de los cuales se termino la reaccidn entriamndo 1a mezcla.

Fara trabajar con wuna ceoncentracicon ma:zima de antigeno se
utilizd ER v se practicd una electroforesis por &}l metodo de
Laemml: (25 en un ael de poliacrilamida al 10X en condiciones no
raeductoras. (aneno V1 el material separado en la electroforesteg
s transfirid a papel de mitrocelulgsa come ha si1do descrito  por
Towbin (26) con  liagras modiTicaciones v finalmente se hizc
reaccionar con suerecs de paciantes con LES v otras o freeraedsoas
reumaticas cue contenian anticueroos especiticos contra anticenos
Sm. Ro/85A. LasS5H, RiF=rn (U1} v RNMNF-r, usando como seoundo
anticuerpm anti-IaG humana egpecitica  contra cadegnaz ecezadas
coniunada con peorosttidasa v la reaccion s2 revels con oerotldo tde

hidrhgeno v diamino—hentidina. {snenoc YII).

11



RESULTADOS

En los sueros con anticuerpos anti-RNP-r la IFI en sustrato
renoognico mostre depdsitos de IuB en el citoblasma de los
hepatocitos de rata. independientenente de la presencia o no  de
depositos intranucleares. Los depositeos citoplasmicos tenian un
aspecto moteado. con particulas coalescentes de pobre definicion
en sus limites. lo gue indica de la locelirzacion eelular del
anticueroo.

Pravalencia de anticuerpos anti—-RNF~-r en enfermedades reumdticas

En S0 pacientes con LES encontramos sErls Casns con
anticuerpos anti-RNF—r., un caso entre IO pacientes con S5FP 0 v
ninouno en 38 pacientes con ESFP, 21 de EMTC. 100 de AR, 22 de

FM/DM v 25 =udetos normales. Tabla 1.

TABLA 1

Anticuerpos anti—RNP~r en enfermedades reumdticas

Enfermedad Facientes Anti-RiF—=r
LES S0 & (12%)
E&F B Q-

EMTC 21 O
AR 100 ]
S58F I 1 (3.34)
FM/ DM 23 Ct

Moarmales 23 0

-
Py



Caracteristicas fisico-quimicas del antigeno

Estos sueros al reaccionar en IDD contra ETC mostraron una
identidad inmunbldgica parcial con suero especifico anti-RNP-n

(U1), no hubo ninguna identidad con sueros anti-5m. anti-Ro/SS5A.

anti~LasSSB. Figura 1.

FIGURA 1

IDD de sueros con surcshtiouzvoos contre BET70.
En los pozos 1w L= K] D=} snti~FiF—r, on el
pDORo Toouzers anti-Zm v oanta-RHEFE-N i1y, esta
Gltime eeoec:ifigadoad (lines rosterioe), hiace
identidad [P o WY ngally) el sleboina [T A

En el ooTc & han i s nonooscecd faco
anti~RrMF-n (U1, aue conifivma s voacocron de
identidad parciel. B =) oooo 2 cuwerns wnbl—HS56,
E£n el poro © un o zuore ontd N i 13 Torme
nracini tado irmiere ComTe D ] =10,

o

[
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Cuando se usd ER en IDD los sueros con especificidad anti-
RENF-n (U1}, Sm. Ro/SSA v La/SSB. no formaron precipiltadgo inmuane,
mientras ésto si ocurrio con 1 zuero con especificidad anti-RNF-

r. Figura 2.

FIGURA 2

IDE contra  EFR. Toro el guepern anty—DRE
Torma aos handas AS RrCCIn L Uac IO,
supros  anti-S5A. ~H. anti-—on N
anti BNFP=n (Ul =on antivos.

fei
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El antigeno reactivo con el anticuerpao serice niste en
teiidos de mamiferos. al menozs en las celulas del hioado de rata.
como lo muestra la IF]I v en el polvo acetdnico de timo de conejo.
£l antigeno asociado & orcanelos citonlasmicos. el ribosoms es la
Tuente bprincipal de antigeno v al usar ER. los suercs reactivos
con identidad parcial con anti-RuF-n (111} =son cabpaces de formar
precinitado inmune especifico en la IDD. La naturaleza del
anticeno es ribonuclecproteica v =sus caracteristicas fisico-
auimicas permiten diferenciarlo del antioceno nuclear RNF—N (Ui,
£l antigeno RNF-- tiene una sensibilidsd & temperatura ogue 1o
diferencia del antigemno RNF-n (U1 pues oste rosiste mds  la
sonpelacicn—descongelacsidn v reauiers de horas para cee gestrueido

oot calentamiento & 5600 Tatrlea .

Sencibilidad a Enzimas

El antiaeno RENF-r resiste la srccioen de la Dildisa. Es sensible
a FRMAsa v a tripsina. mor tanto 5 una ribonucleoproteina v sw
sensibilidad & enzimas e idéntica & la del anticeno RHNF-RN Uty .

Tabla 2. .



TABLA 2

Caracteristicas fisico—-quimicas y sensibilidad a enzimas de 1los
antigenos RNP-r ¥ RNF—n (U1}

i

Tratamiento sl antigeno RMF— - RNE-n (U1) {
i

Temperatupa: :
i

S&°C S 30 min 5 & h :
1

37°C S A h 5 & h
Ll

4°C K s B om i

Cono/Descono = Fe

Dialigis:

pH 6=7 .. 4 4-11

Enzimas:

DMAsa r R

RMNAs a S S :
{

Tripsina =3 s i

R = Fesistente S = Senzsible min = ininukog h fiora
m = AEZEs

E = SOmarias

14




Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunotransferencia

Se identificaron en la electrotoresis del ER aprozimadamente

40 fraccliones ribosomicss. posterigrmente se realizo ] paso de
estas Tracciones ribosomicas 2 papel de nitrocelulosa v se puso
en contacto con antituernos a FF-+ v cdeszpues  de revelada la
reaceion tnmunclagica  Se deptiviceron I bandas o fracciones
riboasomicas con capscidsd anriaonics denominadas rA (TRLOOD D) vy
(g3 (34.000 D, Cuando e irmuncirancferencia s hito usando
sueros con especificidad distincs. =l zuseo con onlrcuerog anti-
RNF~—r (U1l Ro/5%A. La/sS85H. Sm "~ soucrDo normal. no mosteraron

reaccildn on la tone g les bkampas A v 2. Fuioues D

FIGURA 3

e orarlmme 1Pl

L LI ThRlnat e ang -

P A Y ot LA TR S b R 11 (I
PO mpan s et eadadg,

Inmunoslectrclrans ror encia
reoreoconta le olaobrogor s
PERC I A LS anciG e g

A SIS AR IR

R L E:

S AR AR a8 2 R ]
oees (AN RY M RS A RIS AW Em IS

[T ] [ARIRT_ S M AR N |



DISCUSION

En este trabajio ze ecstudio le prevalencia ae Jos anticuaerpos
dirioidos a FRHF-r an  sueroz de pazaientes . con 0 distintas
enfermedagss reumaticas. mdemaz e caractorizo al anviosenc en
ruanto = sus propledadez fisico=-auimicas v fensibilided & onoimas
Tambien se identificaron losz voliocentidos sntigenicos. pare ello

wutilizamos le pruebs de detetcion ge QAT por IFI por ser 1¢ mEe

sensible oara =3 oropocl to. rexlilamos le 1odemt s dexd
inmunolooica  de lee AAN Do medic de dobkle difu=zion en B AR
vitilizamndo euvraCTOE  antipnonicos sdatusgns ER-31 cons ELTTOE
Drototioo, For medis o digestion enzimstvica ostinimos la
mnaturalece del antioeno v cor combits de T Derstiue s S Tuerta
1o0ics pucimos covesrminar  sue  Droplradaaes figicp—auimicas.

Tinalmente witilizando electroioresis en ogl ae poliacriiamicgs e
inmunotransisrsnocia localizamos los policsnrtideos sntinenicos

rEactivos.

Encontramos =1 (12%) de nuesctrosz pacientes con LES

a
©
]
"m

m

vermfan andicueraos anti-FEMNF-r: en Todoz estoe sueros  hubo un

patron da- IF1 citoplaemica con oepositos oe sspecitc mot=ado

n

irrepular. S¢lc & un peciente con giaanostico  de SF se e

detectatraon anticuerpnos anti-RHF-r. For megio e electraforesiz
analitica de EF 2 i1nmanotransterencia con anticusrpos ZBr1Cos

zavrecificeos anti-RNF-r s& identificaron dos proteinas antiaenicas

roactiveas, =1=] obeerve ademas aue estos anticuarpos puedsn =er

N

detectader vtili-ande 10D contra ETL & ER.



Los

aquellos

anticuerpos contra componentes

citoplasmicos incluyen

dirigidos cantra ribosomas v hamn sido identificados en

LES vy otras enfermeadades reumaticas con una frecuencia de 172 a

2%, (27-21) . En

frecuencia del 12%.

anticuerpos

orocedimiento tecnico utilicado.

ETC. enicte una precipitacion inmune

el presente estudio se
la discrepancia en la
puiede deberse al numero de suiletes
va aua

aue

encontiraron con Lina

deteccaion de eztos
pstudilados v al
DD

al practicar copLra

tirne 1dentigad parcial

con RNF-n tliiy, v la susceptibilidad & digeztion ensamatica
muestrs gue el antioeno ribtosomicbh es una ribonucleoprotelina.
For tanto =1 =e vza £1 metodo de hemeoaglutingcion pasive con
tratamiento cnoimatico con RMAsa como unlca prueba para
diferenciar ent e antioenas eitraibles del ricleo.

invariahlemonte se confundira la

erpecificidad del

enticuerpe que

2 le clasificard como anti—RMNE-n (Ul

=1 antvigeno RPME -~ 2S5, probablemente A1} antigeno
conformecional v le mocaticac:on e =u esitereoquinica por etectos
Ticicos destruve sus determirnentes anticenicazs. En anovo a  ecta
conclusion  deobs condnarag el cstreache ranmo del antivueno ante
Tlughbuamrones do pH, gue oz =lakementoe diciinte al de otros. zoalo
consevéa recxctivided entre H.0 v T4 perdicnoose B=ta My
A igEmen TE mirntrae oui ol anbiceno E = (L4 rizEister &l

tratamiento a pH entrre 4-11 hasta Do

de diverchcizcion s la eoztzbilidaos

Mientras ous: el ETO conzorvado a —

70T oo

Zonorns. Un o criterio menorr

el antigerno riboscmico,

et andos do oo s




2 afios sigue siendo fuente de anticenos nucleares como Sm y RNF-n
(U1}, el antigeno ribaosomico (RNF-r) desaparece enh stlo semanas

en las mismas condiciones de alamacenamiento.

En los ultimos afios se ha introducido a la inmunoauimica la
tecnica de transferencia de proteinas tantigenos) separados en
oel de poliacrilamida hacia un papel de nitrocelulosa, seguido de
una treaccidn antigeno-anticuerpo gue identifica a los componentes
antipnénicos en una metcla compleja. Esta técnica es superior a la
tradicional de IDD e IEF v ofrece la posibilidad de efectuar
estudios moléculares ague hasta hace poco eram impratticables. Con
esta metodolooia, encontramos que entre las npumerosas bandas
proteicas aue contiene el ER hay, al menos, dos reconocidas por
anticuerpo humano obtenido de diferentes enfermos con LES, estas
proteinas tienen pesos moleculares de 368 y 34 KD. Este hallazgo
resulta concordante con resultados reportados previamente. (32—

I3 .

Como ya se ha seffalado al practicar una prueba - de IDD contra
ETC existe una identidad inmunolégica parcial entre RNF- y RNF-
n (Ui, esta precipitacion inmune con imagen de identidad
inmunoldédoica parcial en la IDD semeja la descrita en el casco de
sistemas antigeno-anticuerpo Sm y RNFP-n (U1). (34). Recisntemente
al conaé;r en detalle la estructura molecular de los antigenos Sm
y  RNP-n (U1l se mostrd gue comparten tanto 1la estructura

peptidica como el acido nucleico: el antigeno Sm contiene

péptidos A, B, Bl, ©, D, E, F y G y RNA de serie Ul, 2, 4, 5 y &,

20



migntras RNE-n U1} contiene salo los peptidos A

Ui, (35-36)57 la pﬁetendida identidad parcial puede

trataree de una eeaccicon de  inhibicion al

anticuerpo con particulas de antigeno Sm linvre,

un espoalon en la linea

1, formando

anticuerpos v compleics  Sm—FHF-n 1, Esta

hipotetica aue dehera probarse gn el Tuturo,

a la situvacion entre RNF-n (UL} v RMF-r.

lLos estudios filsico-ouwimicos

antipenos =4 1 5 ptteg . hay  difergncias dea

almacenamicnto, amntc maditTicacionos acido-bazicas v

fugrsa  iGnlica gue ademdsE sugreren oue los pbilopes

probablemente son conformzscionales. 92in embargo,

raguisran

para identificar un anticuerpo. En cambio. as

de varios

gepecificidad snnuncowimica de avtosnticusrmos,

v ER. usénde téchicas zonmallas de (DD oao

captrters cnbtre los givoroios arb1CuUCreos QUesentes en

pacientes con enftermedsdes: reaunatiacas.

Mupztros cstudins hasta choera 2o bhan limit=do al

inmunatrarnstorencia de lzs fracocinnes oplinépticas

antiatnicacs. Mo henns  sstudiade fa comongicion de

molecula,  hasta  zhora desconocida. v. tendra  aque

2

de precipilétacion

son capaces de diferenciar

tales

mucht tisanpo v po son énlicabvles al strabado

Asi con ETD,

Yogra difereacianr

v £ ¥

na serlo v
reaccionar el

no ligado & RNFP-n

ontre

suDllgacion

paodsrria ser anlicable

petabilidad [=1q}

cambios  en

b DEDMAI COS

esrtud: on

cotiglanc

recomeEntdable 21 uso

entractos antigenicos para la caracterinacion de  Ja

b BH

«con

1l =suera de

snalizis e
MIbosomicas
Ry de Ia

tnvestigarses

RiNA

antre



los

ademas el efecto gue ejercen ecztos autoanticuerpos sobre
rihosomas vy asi poder llegar a una mejor comprension de la

fisiopatooenia de este tipo de padecimientos.

En suma hemos estudiado la prevalencia de anticuerpos

antirribosoma en el suero de pacientes con diversas entTermedades

reumaticas generalizadas con participacion ipmune, confirmando
gque estos anticuerpos ocurren con relativa frecuencia en LES, =31
bien pbueden aparecer ocasionalmente en otras condiciones. Ademds.
usando técnicas de aran sensibilidad v especificidad se logro

identificar componentes proteicos de la molecula ogue se comportan

como antiocenos.

b
(8]
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ANEXD. METODOLOGBIA EMPLEADA.

I. ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR INMUNOFLUORESCENCIA

1.~ Material.

a.— Metasilicato de sodio al 2.9% en agua destilada.

b.- Acetona.

c.— Blicerina,

d.— Bufter barbital O.0SM pH B.&

g2.— Solucion para cubrir tejido. partes iguales de © y d.

f.— FES 0.05SM pH 7.2-7.4.

g.— Higade de rata.

fi.— Control positivo en alicuotas conoceladas.

i.~ Antisuero de cabra cantra IaG humana. conjugado &
isptiocinato de fluoresceina.

j.— Criostato.

ke— Aoitador maonético.

l.=- Microscoio para fluorescencia.

m.~ Fipetas pasteur. pipetas graduadas, relol. gradillas,
porta vy cubre objstos.

Frocedimiento.

a.~ Fretratamiento de las laminillas. Colocar 9 minutos en la
sglucidn de metasilicato de sodio al 2.5%4, deijar secar a
temperatura ambiente.

b.~ Preparacion de cortes o secciones. Migado de rata
incluido en tissue tek (Ames. Miles), almacenado a —=70'C.
En crisotato realizar cortes de 40 de espesor. Colocar
dos ctortes en cada laminilla, almacenar a -20°C.

c.~ Preparacion de sueros y laminillas, Colocar las laminillas

en acetona fria por 10 minutes, dejarlas secar a temperatura

ambiente. Realizar dilucidn del! suero a partir de 1:20,
Identificar la laminilla enh el extremo i:gquierdo.
d.~ Cubrir el tejido con 100 ul de la dilucion respectiva del
suero. Una ver iniciado este proceso no se debe de secar
Ia laminilla. '
e.— En una laminilla colocar control positivo v negativo.
fom— Incubar 30 minutos en camara humeda a temperatura
ambiente.
o.— Lavar 2 wveces de 5 minutos c/u con solucion de FPHS.
he= Cubrir cada corte con 20 a 52 ul de antisuero de cahbhra
anti-IgBE humana conjugada con
i.— Incubar 30 minutos en camara humeda a temperatura

ambiente.

j.— Lavar dos veess como anteriormente se indico.

li.— Calocar una gota de solucion para cubrir tejido a cada
uno de los cortes y ponerle un cubreocbieto.

l.~ Leer en microscopio para fluorescencia.

isitiocinato de fluoresceina.



II.

IDENTIFICACION DE ANTICUERFPOS ANTINUCLEARES FOR  INMUNODIFUSION :

DOBLE (¢1DD)

Material.

a.~ Acarosa. bacto agar o agar noble.
b.— Cajas de petri.

c.— Buffer de FES O,05M pH 7.2

d.—- Fuente antiaenica. Eutracto de timo de conelio. ettracto

de bazo bumano. eutracto ribosomal.

2.~ Sueros control positiveo anti-—-Sm, FMF=n Uty , RMF =1,

FRo/S5A. Las/ngBE.
Frocedimiento.

a.— Agarosa al 0. &% en FES. Fundir en baflo maria. hasta

clarificat.
b.~ Llenar las cajas de petri con agarosa Q.67 .

Co~ Reealizar =21 corte en la aparosa. en TfTorma hevagonal.

octatconal, eta.
e.- Lolocar el anticenao, control positive vy suetro
identificar en el lugat respectivo.

a

f.—~ Deisr difundir de 24 s 48 horas v verificar =i egyiste
halo de miagracien ¥ st esiste identidad total. parcial

& no identidad. con 21 =suero cantrol positivo.

IIT. OBTENCION DE EXTRACTO DE TIMO DE CONEJO (ETC)

Material,

a,~ Folvo acetdnico de timo de conejo (Fecl-Freez).

b.~ Buffer de PRS 0,.03M pH 7.2.

c.— Iphibidores de proteasas, EDTA, FMEF, Acido epsilaen
captrdtco, n—metilmalemida. (Sroma)d.

d.— Agitador magnetico.

2.~ Centrifuga refrigerada 20,000 rpm.

f.—- Liafilizadaora.

Frocedimiento,

a.— Fozar 100 mor de polvo acebonico om tine d2 conelo
cada ml de solucidn de FES oue contenga ULO0IM de
unoe de leoe inhibidores de proteasas.

b.—- Realizar avitacion lenta continua a 4°C por 4 horas.

c.—~ Centritugar a 12.%006 por 15 minuitos a 4 L.

d.~ Tomar sobircnadante.

e.— Liofilir~ar.

HEG

zor
cada

f.= Usar a una concentraci1on d= 1< mor por ml. pars detectar
por  IDD anticuorpeos anti Sm. RNP-n (L1 . RNP-p, La/85K.

it e g ey b e AR e g e i 408 et e e



1v. OBTENCION DE EXTRACTO DE BAZO HUMAND (EBH}

1.— Material.

.

b.-
c.—
d.—

e.—

fo-
o.-
ha.—
i -

Bazo humano. 5i es de autopsia gue sea de las primeras 4-
& horas post-mortem.

Buffer de Tris—-HC1 O.OS5M. 0. 1SM NaCl, pH 7.:2.

Buffer de Trig—HC1 O.05m. O,2M NaCl, pH 7.Z2.

Inhibidores de broteasas EDTA. FMSEF, acido epsEilen amino
capralco, n—metilmalimida.

Resina vy material para montar wna coluwna de DE-5T
(Whatman).

Membranas para didlisis.

Folitron. R
Ultracentrifupa.

Espectrofotometro con lux WY,

Frocedimiento.

e =

Decapsular vy cortar en trozos peauefios el bazo bumano,
mexclando volumen a voldenen con el bu?ffer de Tris—HC1
O,05M, 0,1SM Nat€l pH 7.2, con inhibidores de proteasas a
una  concentracion de  OLO001M, Luego wpolitronar hasta
obterner wuna mezcla  homogeénesa. Centrifugar I horas a
105,00065 a 4'C, colectar e] sobrenadante v dializar toda
la noche contra ]! mismo buffer. en cuarto frio.

En una columna de 2.5 u 40 cm. de DE-52 equilibrada con la
misma sclucion amortiguadora. aplicar 21 eutracto total de
bazo humano. lavar entensivamente y pasteriormente esluir
con buftfter de Tris—HC1 0.0ZM. Q.21 Nagl pH 7.2, con
inhibidores de proteasas & una concentracion de
0.001M. Colectar Treccionss de 10 ml vy caracterizarlas en
espectofotometro a 280 nm de longitud de onda, merclar
todas aouellas fracciones que nos den una lectura
superior a 1.2, Liofilizar, almacenar a =-20°'C. Utilizar

a una conmcentracion de 10 mgr/ml para identificar por
IDD anticuerpos anti—-Ro/8S58A y anti La/S5H.

V. DBTENCION DE EXTRACTD RIBOSOMAL (ER)

Material.

- Y

b. -

c.-
d.—

e.—
.-
Q.=
M=

i.=

Sacarosa.

Desoxicolato de sodio

Glitil—-glicina.

Inhibidores de proteasas, EDTA, PMSF, 4cido epsilen amino
captroico, n—-metilmalimida. ({(Siama).

Higado de rata.

Folitrdn.

Centrifuca de 20,000 rpm.

M tracentrifuca.

Espectofotometro.
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ESTR TESIS MO LR
SALUR BF 1A BIBLIOTECA

2o~ Frocedimiento.

Cortar en peguefos trozes el higado de rata v colocarlo
volumen a volumen en ula solucion de sacarosa U.25M, oue
contenga inhibidores de proteasas & una concentrac:on de
0,001iM., homogeneizarlo en politron., centrifugar a 18.00006

a 4°C por 10 minutes. colectar el sobrenadante.
ultracentrifugarlo a 109,0006 o 9°C oot 45 minutoes,
colectar el precioitado v hacerle determinacion de proteinas
resuspender  en una solugion de desowicnlato de codio &l
D.A%.0 0,05M de olicil-olicine pH 2.0, con intibidores de
proteasas a Uwna concentracion de C.O0CIM. por cada 15 mare
de broteina. afladir 10 ml de la soluciran de desosicolato.
Una ve:s resuspendide politronar hoasta obtener una mezcla
uniforme. postericrmente centrifugar a 105,00003 por =
horags a 4 'C. Coelectar ] pbrecip: tado. liofilizarlo,
almacenarlo a —-20°'C v vtilizarle a una concentracion de
10 mogr/ml para detectar por IDD articuerpos arnti-—~RHF—r,

V1. ELECTROFDRESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

1.~ Material.

a.
b.
C.
d.
@.
T.

J.
t

Splucicn dAcerlamida TON,. Bios-~acrilamide O.8%.
Solveicn Trie=HC1 1,51 oH &, 5.

Solugion Trie—-HC1 O,9M pH &.8.

Solumi1dn SES al 1007l

FerzulTatp do améGnio ai 10%

puftfoer do corrimiento. oM B0

Glicina 72 oar

Tris bas=z 19 ar

D= . S or
Hforar 5 1t
Burfer de munstra.

Tris O.%5M pH &.8 10O ml
SDE  10% 1) ml
Glicerol 10 ml
Azul de bromofenol 20 mor
forua deztilada 19 mi

DTT Q.21 ol 107 del voldinen final de la muestra.
CSolucion de tincion.

Coomaszice BElue R-2350 1 ar
retanol 225 ml
Atido fAzetico SO ml
fioua dectilada 225 ml

Acgitar 4 hores y Tiltrar. Tratar el g2l de unh dia para
otro. & gor un minimo da 1 hora.
Solucidn destefMidora.

Acido acdtice E =T
Metanol L& A

Temod., LiT.
Eauivo cara olectroforesis hatltzsntal.

g



2.~ Frocedimiento.
a.—~ Armar la camara de electrofore=zisg, colocat oel

saeparador en la parte inferior del] slab. dejar gue polimerice
aoprovimadamente 20 min. v posteriormente en la parte superior
porer el peine v el gel concentrador, ecsperar 20 20 min.
para que polimerice v despues colocar la ¢ las muestras
en el carril correspondiente. ponerr la camars aue contendria al
buffer de la parte supetior, colocar el slab v la camara
superior en la de electrofaoresis. initciar corrimiento a 40 mA
por slab. Despues de 4 — & hrs. de corrimiento. colocar el
cel en solucion de tincaidn, por un minimo de 1 hr,

GEL SEFARADOR 7. 5% 10% 12, 8%

Acrilamida Z0W Ris-acrilamida ©.B% 7.5 ml 10 ml 12.5 ml

Tris-HC1 1.5M pH &.8 7.5 7.5 7.5

Aglia destilada 14.7 12.2 .7

SDS 10% Gebs e a 0.6

Fersul fato de amdnio 104 [ [ [

Temed 2wl 20 w] 20 ul

GEL CONCENTRADOR 4% =y b.25%

Acrilamida 30%, Bis-—acrilamida O.B% 4 mi S oml 5£.25 ml

Tris—~Hcl O.5SM pH&. 8 7.5 7.8 T

Acue destilada 1B8. 4 17.1 5.%

sSDS 10% Q. 0.3 0.3

Fersulatto de amdnio 10% 0.1 S | 0.1

Temed 15 uil 15 ul 15 el

VII. INMUNDELECTROTRANSFERENCIA
l.— Material

a.~ Gel de poliacrilamida sin tefyir.

b.- Fapel de nitrocelulosa.
c.— Buffer de transfterencia.
Tris—~Base 0,025 M
Glicina 0,192 M
Agua destilada cbp.
d.~ Butfer de fosfatos—s=alina (FES 0,05 M),
e.— Albumina serica bovina. tween 20, .35

. Ferdiido de hidrogeno.
f.—~ Eouipo para inmunotransferencia.
Frocedimiento.
a.— EColocar al
nitreocelulosa hacia el
transferencia, transferir
acrilamida al napel de
horas en cuarto Trio,.

gel hacia el lado pegativo v el

del

250

las proteinas
nitrocelulo=sa a

30

papel

lado positivo de la camara de

‘Diamino-bencidina,

de

tde

mA por tres



=

Tratamiento del pacel de nitrocelulosa. El pabel con las
proteinas transferidas se cubre con uhna solucioan de
PES—ASE 2% v acida de sodin .14 & 4°C v con agitacion
continua por tres hrs. o toda la noche, Lavar 2] papel
tres veces. Cada una de 10 min. ton FERS. Diluir 21 prirmer
anticuerpo en FES-ABR &l 3% a la concentracion deseada.
una hi. a temperatura ambiente con agl tacion

continua. Lavar dos veces por 10 min. c/u con FPES~-Tween 20 &1
19 mir, lBcubar con

0. 2% v tres veces con FERE, cada cambio de

el seoundo anticuerpo diluido en FEE-ASE 4 . por una  hora &
temperatura ambimsnte con &Gl tacion. Lavar comno s tealilno
despuss de la incubacion cen el orimer anticucerno.
Deteccion de la= banoas de proreina zobre el papel de
nitrocelulosa, Con Z.2'0iamino-Pencidine © 1.4 Cloro-
Natiol. Disolwver S0 mogr de DAR en 100 ml de FES, agreaatr
10wl de perorido de hidrogeno al J0%. o, 2430 mor o 1.4
cloro—-natftol en 10 mil de metenal mas 50 ml ne  FBRE v
agregar 50 ul de perdrido de hidrdoeno ol FOk. Fara parar
la reatcidn ce conen las tiras de paspel en agua con asilaa
de sodio al O, 1%, Cuando s roevelan las bandas o
proteinsas con DAR, Jlos tiracs.de pbabel se blLeden SECar.
Fara tefMir 2l pacel de nitroceluloza v noder observar el
patran de como transiitrieron las protelnas. s& tiften

e incubar por

con amido nearo.
Selucion de Tincion con Amido Megro.

Amido nexro D.1
Metvanol 45 %
Acido aceticcoc 10 %

Anua destilada cho.
Soluci1on destenidora.

“cido acetico o on
Metanol PO %

Anua destilada cbp.
Colocar el papel de nitrocelulosa con el colorante por S

min. Bn agirtacion constante. despuge sSe pasa A
la solucidn desteffidora por S min. cecn  acitacion
constante, (el papel se pone blando) pasar & agua

destilada.
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