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Biisqueda de anticuerpos anti-La y anti-Ro en suero de ratones CDI et/et

RESUMEN.

A partir de timos de ternera joven y separando el estroma de la grasa fueron extraidos los antigenos Ro
y La, se purificaron realizando precipitaciones con sulfato de amonio (NH4);S0, al 66%. El
precipitado se lavé y fue sometido a tratamiento con mercaptoctanol y yodoacetamida. Se paso por
una cofumna de Scphadex G50-100 que fue previamente calibrada con ovoalbimina y albdmina sérica
bovina (BSA). Se seleccionaron 2 picos que correspondian a los antigenos Ro y La. Se liofilizaron y
resuspendicron en 2.5 mL. Se determiné la concentracién de proteinas, por el método de Lowry. Se
realiz6 un corrimiento en geles de poliacrilamida al 7.5% y se observé una banda bien definida entre
52 - 60 kD. Se estandarizé 1a metodologia de ELISA usando sucros de ratones hembras et/et, con
alteraciones en glandulas. La concentracion de antigeno 6ptima fue de 16pg/mL y las  diluciones de
los sueros de 1:100 y 1:200, fa dilucion del conjugado anti I1gA fue de 1:500. Las muestras que
resultaron positivas se les realizé una inmunoelectrotransferencia, confirmando que el anticuerpo es
especifico para antigenos Lay Ro comprendidos entre 52-60 kD.




Vite Gutiérrez Mary Landy

INTRODUCCION

El sindrome de Sjbgren (SS) es un desorden crénico autoinmune que se caracteriza por la infiltracidn
linfocitaria y atrofia acinar de células glandulares exdécrinas, dando lugar a una disminucién o ausencia
de las secreciones (fundamentalmente glandulas lagrimales y salivares) con la consecuente sequedad
de las mucosas.

Desde el punto de vista inmunologico se caracteriza fundamentalmente por su afeccién del sistema
linfocitario, que oscila desde su activacion hasta su evolucién maligna. Esta hiperreactividad de las
células B, se expresa basicamente a nivel glandular y esta avalada por la sintesis local de 1gG, 1gM, de
factor reumatoide y por la presencia de linfocitos T actives en el infiltrado linfocitario.?”

Otra caracteristica importante del SS son las alteraciones de la inmunidad celular,’ ya que se presenta
una citotoxicidad natural mediada por las células NK, neoplasias linfoides malignas, asi, el estudio del
SS presenta un interés adicional porque la caracteristica mas peculiar de esta infiltracién es su
potencialidad evolutiva desde una etapa de infiitracion linfoide benigna hasta la neoplasia linfoide.

El riesgo de desarrollar neoplasias linfoides es similar en todos los subgrupos de SS, con un riesgo
relativo de 43 veces superior a la poblacién sana. Los signos clinicos de alarma son los que sugieren
una hipertrofia linfoide sistémica o local, mientras que analiticamente lo sospecharemos ante una
disminucién en los titulos de 1gM o por un aumento de la betaglobulina y de la titulacién de los
nnticucr(’)os antinucleares (ANA) o por la demostracion de un proceso monoclonal con cadenas libres
enorina’.

En el sindrome de Sjdgren lo que ocurre es que el sistema inmune picrde el control de sus funciones y
se alteran sus propios mecanismos de autocontrol, por eso es caracterizado como una enfermedad
cronica autoinmune . Esto da lugar a que un tipo de leucocito (linfocito) invade una serie de glindulas
del cuerpo, como consecuencia de esta invasion y destruccion, estas glandulas dejan de funcionar, no
producen secreciones importantes para el buen funcionamiento del organismo y las glandulas pueden
quedar totalmente destruidas.

DEFINICION

El sindrome de Sjdgren es una enfermedad inflamatoria crénica de causa desconocida, que se
caracteriza por la disminucion en la secrecion facrimal y salival, lo cual origina queratoconjuntivitis
sicca y xerostomia, Existe sequedad de ojos, boca, nariz, triquea, bronquios, vagina y piel. En la mitad
de los pacientes, la enfermedad se presenta como una enfermedad patolégica primaria (sindrome
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primario de Sjgren). En la otra mitad, se observa en relacién con artritis reumatoide u otra enfermedad
del tejido conjuntwo El 90% de los individuos con este sintoma ¢s de sexo femenino, Aunque la edad
promedio de inicio ¢s a los 50 afios, la enfermedad se puede presentar en nifios."

CLASIFICACION

La clasificacién del SS contempla dos formas esenciales:

1) Sindrome de Sjdgren primario, definido por la demostracion de queratoconjuntivitis sicca y
xerostomia en ausencia de otro cuadro, se caracteriza por una inflamacién crénica de las glindulas
salivales y lagrimales con disminucion de la secrecion.

2) Sindrome de Sjbgren secundario, cuando estdn prescmes una xerostomia y /o una xerosftalmia en el
contexto de una enfermedad autoinmune bien definida,’ junto a las caracteristicas de diagndstico
descritas en el primario, s¢ asocia la ?resencm de una enfermedad autoinmune, especialmente aquéllas
que afectan al tejido conectivo como

1. Conectivitis mixta

2. Esclerodermia

3. Vasculitis

4. Crioglobulinemia mixta

5. Parpura hipergammaglobulinemia
6. Hepatitis cronica activa.

7. Artritis reumatoide

8. Enfermedad mixta def tejido conectivo
9. Tiroiditis de Hashimoto

10. Lupus eritematoso sistémico

11. Polimiositis

12. Hepatitis cronicas autoinmunes
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MARCO TEORICO
HISTORIA

La historia de! sindrome de Sjbgren comienza en 1882, en un congreso llevado a cabo en Heidelberg
(Alemania) donde e! Dr. Leber presentd tres casos de pacientes con queratitis y sequedad de boca. Seis
ailos despuds, el Dr. J. Von Mikulicz -Radecki, un médico cirujano presentd, a la sociedad médica de
Kénigsberg el caso de un paciente de 42 aiios con hinchazon bilateral de las glandulas lagrimales y
salivales, por este motivo se denominé inicialmente esta patologia como enfermedad de Mikulicz. Poco
tiempao después, el Dr. W.B. Hadden también present6 a la sociedad médica de Londres a una paciente
de 65 afios que desde hacia varios meses padecia de una sequedad bucal y lagrimal que se
incrementaba graduaimente. El Dr. Hadden introdujo el término xerostomia.

En la década de los 50 y 60 se publicaron diferentes trabajos clinicos y en la década siguiente se
documentaron diferencias clinicas y de laboratorio en pacientes que eran portadores o no de artritis
reumatoidelzl:. Estos dos grupos sc diferencian por su perfil de autoanticuerpos y sus marcadores
genéticos .

CAUSAS DEL SINDROME DE SJOGREN (SS)

El SS ¢s una enfermedad crénica autoinmune, por lo que el sistema inmunoldgico reacciona contra su
propio cuerpo, destruyendo las glindulas exécrinas (sccretoras de mucus). Esto produce la disminucién
o falta de produccidn de lagrimas y saliva porque las glindulas encargadas de producir estas
secreciones han sido invadidas por linfocitos y por lo tanto su funcién estd disminuida o anulada.

Los pacientes con SS tienen auto-anticuerpos en la sangre lo cual sugiere que su sistema inmunolégico
estd reaccionando contra sus propios tejidos. La causa es desconocida pero se plensa que
probablemente algiin virus o factores hereditarios pudiera ser un factor desencadenante . "

FISIOPATOLOGIA E INMUNOPATOGENIA

Los dos mecanismos principales de la destruccion tisular en ¢l sindrome de Sjdgren son la infiltracion
linfocitaria y el depdsito de inmunocomplejos. Ademas aproximadamente del 10% de estos pacientes
desarrollan un proceso linfoproliferativo llamado pseudolinfoma. Este trastorno presenta muchas
caracteristicas histoldgicas similares al linfoma, aunque evoluciona clinicamente de forma benigna.
En el paciente con sindrome de Sjdgren se puede afectar pricticamente cualquier 6rgano y sistema. El
proceso patoldgico es mds intenso en las glandulas salivales y lagrimales, en las que se produce una
infiltracién progresiva por células mononucleares que habitualmente finaliza con una cicatrizacion
completa. La afectacion renal puede deberse a una nefritis intersticial linfocitaria o a una
glomerulonefritis por inmunocomplejos. La afectacion pulinonar se debe con mayor frecuencia a una
neumonitis intersticial secundaria a la infiltracion por células mononucieares, aunque también se
puede producir lesiones nodulares debidas a pseudolinfoma. Los pacientes con sindrome de Sjégren
también pueden desarrollar una vasculitis por inmunocomplejos, asociada en ocasiones a
crioglobulinemia. Se han observado casos de tromboangeitis obliterante, habitualmente en pacientes
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con fenémeno de Raynaud preexistente. Las manifestaciones del sistema nervioso peritérico y central

en esta enfermedad parecen deberse a la inflamacion de los vasos sanguincos.

Los pacientes con sindrome de Sjégren presentan dos tipos principales de alteraciones
inmunorreguladoras. La primera de cllas es una actividad anémala de! sistema inmunitario celular. Esta
alteracién sc ponc de manificsto por la intensa infiltracién inflamatoria por células monoclonales que se
observa en las glandulas salivales de cstos pacientes. Estos infiltrados celulares estin compuestos
predominantemente por linfocitos T activados; no obstante también se puede detectar linfocitos B
activados. Estos infiltrados de células mononucleares son los responsables de muchas de las
manifestaciones clinicas del sindrome de Sjégren, como la intensa sequedad de la conjuntiva y
mucosas, la nefritis intersticial, 1a neumonitis intersticial y la meningoencefalitis. El segundo trastorno
inmunorregulador que presentan los pacientes con sindrome de Sjogren, es una alteraciéon oligoclonal
de células B. Esta activacién produce hipergammaglobulinemia “picos” oligoclonales en la
clectroforesis de proteinas, elevacion en los niveles de inmunocomplejos circutantes y produccién de
autoanticuerpos. Entre los anticuerpos que se pucden observar cabe citar el factor reumatoide, los
SSA(anti- Ro) y ¢l SSB (anti-La). Aunque no se ha aclarado el significado clinico exacto de estos y
otros marcadores, parece ser que la mayoria de los pacientes con manifestaciones sistémicas graves de
enfermedad de Sjogren son positivos para el SSA.

Se ha planteado la hipdtesis de que los pacientes con sindrome de Sjogren tienen una respuesta
inmunitaria anormal a uno o mas antigenos no identificados, quizés antigenos virales o autoantigenos
alterados por virus. Esta respuesta anormal se caracteriza por el exceso de actividad de las células B y
células plasmiticas, lo cual se manifiesta por hipergammaglobulinemia policlonal y la produccién de
factor reumatoide, factores antinuclearcs, crioglobulinas y anticuerpos contra conducto salival . Los
estudios de inmunofluorescencia han mostrado linfocitos B y T cooperadores y células plasmaticas que
infiltran los tejidos dafiados. Se sintetizan grandes cantidades de I1gM e IgG por estos linfocitos
infiltradores. En los pacientes con macroglobulinemia coexistente, se puede sintetizar igM monoclonal
en las glandulas salivales. El exceso en la actividad de las células B puede debersc a un defecto
primario en estas o a regulacién defectuosa por linfocitos T, ya que existen datos de disminucién en la
funcién de células T supresoras en pacientes con sindrome de Sjdgren'*

MANIFESTACIONES CLIiNICAS

El padecimiento ataca con mas frecuencia a mujeres que a hombres (9:1). Lo mas comun es que las
glandulas salivales y lagrimales afectadas permanezcan de tamafio normal, pero pueden presentar
crecimiento y endurecerse aunque no muestren hiperestesia.

0JOS

El paciente se queja de sensacion de arenilla superficial y enrojecimiento, en ocasiones se despierta con
los parpados pegajosos, situacion que dura las primeras horas de la mafiana. Es frecuente que ¢!
paciente no percibe la reduccion real de la secrecidn lagrimal. La resequedad conjuntival pucde
conducir a conjuntivitis, queratitis filamentosa, o la formacién de erosiones corneales.

En ocasiones poco frecuentes, puede haber pérdida de la vista por la vascularizacion de la cornea.'®
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Fig. 1. Manifestacién Ocular : Obsérvese derrame subconjuntival

TUBO DIGESTIVO
La resequedad de la boca interficre con la formacion y lubricacion del bolo alimenticio. Hay dificultad
tanto para la masticacion como para la deglucion. Algunos alimentos como las galletas secas se tornan

inmanejables en la boca.
Los labios y la boca se tornan lisos, secos ¢ hiperestésicos y ¢l proceso carioso de las piczas dentarias

se acclera. )
Las secreciones gdstricas y pancredtica disminuyen, pero su deficiencia rara vez tiene significado
clinico." i

ARBOL RESPIRATORIO
La disminucién de la secrecion de moco predispone a las infecciones e irritaciones del drbol
respiratorio, tanto superior como inferior.'*

RINONES )
Cierta porcion de pacientes atacados por el sindrome presentan disminucién de la funcion tubular renal,
por lo general, se hace perceptible como un ligero decrecimiento en las capacidades de acidificacién y
concentracion de la orina. Es poco frecuente que esta manifestacion sc pueda agravar hasta conducir
al paciente a una acidosis tubular renal metabélica o una diabetes insipida nefrogénica con un cuadro
clinico completo.'*

TRACTO GENITAL

La resequedad vaginal pucde producir vaginitis atréfica y dispaurenia.'®

TEJIDO LINFOIDE

En casos excepcionales, la hiperplasia del tejido linfoide avanza en forma que, desde el punto de vista
histopatolégico, parece haber un linfoma maligno, sin embargo, el tratamiento con corticosteroides
puede producir su regresion “pseudolinfoma”. Otros casos evolucionan hacia linfomas malignos
verdaderos como el sarcoma reticular.'®
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CORAZON
Las alteraciones descritas a nivel de corazén se han ubicado en ¢l cndocardlo. esta localizacion puede
predisponer al desarrollo de endocarditis infecciosa o eventos embélicos.?

OTRAS MANIFESTACIONES

Ha sido descrita una amplia variedad de otras manifestaciones en relacion al sindrome de Sjdgren entre
cllas, ¢l fenémeno de Raynaud, linfadenopatia, esplenomegalia, ncuropatia periférica, sindrome de
hiperviscosidad, hiperglobulinémica y un aumento en la labilidad a reacciones de hipersensibilidad con
medicamentos como la penicilina.'

DIAGNOSTICO

-Las glandulas salivales sc valoran con la exploracion de isétopos, flujo salival y la sialografia
secretora con colorante radiopaco para mostrarse manifestaciones de desorganizacién glandular como
la visualizacién de focos de linfocitos, células plasmaticas asociadas a atrofia del lCJldO acinar.

-Otro estudio que se realiza cs la cenlcllograi’a salival con pertenectato de tecnecio *m revelando una
disminucién en funcién secretoria parétida.'

-Como prueba ocular es utilizada la tincion con solucion de rosa de bengala, que es muy especifica
donde ta porcién del ojo ocupa la abertura palpebral ésta atrae el colorante observandose triangulos
rojos en sus bases dirigidas hacia el limbo.

-La prucba de Schirmer que mide la cantidad de lagrimas secretadas en 5 minutos como respucsta a
una irritacion producida por una tira de papel filtro que se coloca abajo de cada parpado.'’

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 2. Prucba de Schirmer

-Otra prucba mas a realizarse, es la histologia de infiltracion linfocitica en muestra de glandulas
salivales labiales menores esta es una prucba sensible, especifica para cl sindrome de Sjégren.

-La biopsia de tejido bucal es una operacion menor que proporciona una muestra excelente para la
deteccion de las alteraciones histopatologicas de las glandulas mucosas.

-La instalacion de gotas de rosa de bengala o fluoresceina en el saco conjuntival revela las ulccracnoncs
de la cornea que se producen en la queratoconjuntivitis sicca.
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-La realizacién de la exploracién con lampara de hendidura muestra depositos de moco y epitelio
corncal adheridos a la cornea y a la concentracion bulbar (queratirtis filamentosa).

TRATAMIENTO
BUCALES

Sc deberd insistir a los pacientes'que mantengan una higiene bucal perfecta, con uso regular de pasta
dental fluorada, lavados bucales y evaluaciones dentales regulares . Los sorbos frecuentes de agua y el
uso de goma de mascar sin azicar o dulces para estimular la secrecion salival, en ocasiones ayuda a
aliviar la xerostomia. Muchos individuos encuentran que son de ayuda las preparaciones de saliva
artificial en acrosol. Un humedecedor en la recamara auxiliara a disminuir la xerostomia nocturna
sequedad nasal. El tratamiento mas eficaz contra la candidiasis bucal son los trociscos de nistatina.'®

0JOs

Ef tratamiento es sintomatico. El uso frecuente de metilcelulosa al 1% en gotas oftdlmicas “lagrimas
artificiales” y enjuagues bucales con glicerina pueden ser de gran utilidad. Los ojos resecos son
particularmente vulnerables al viento y polvo. Por ello, en los casos graves puede ser recomendable
usar anteojos panordmicos.

CUADRO CLINICO

La linfoproliferacion significativa esta confinada al tejido glandular salival, lagrimal y otras mucosas
resulitando un prondstico cronico y benigno, junto con la xerostomia y xeroftalmia Existen cuadros de
esplenomegalia, leucopenia, vasculitis con tlceras cn piernas, cirrosis biliar primaria, hepatitis activa
cronica, aclorhidria gastrica, pancreatitis, glomerulonefritis, etc. En raras veces hay desarrollo de
sarcoma inmunoblastico o macroglobulinemia de Waldestrom . El prondstico se encuentra relacionado
a trastornos del tejido conjuntivo, ia muerte se debe a infecciones pulmonares rara vez a insuficiencias
renales.

En raras ocasiones la rescquedad de los ojos puede volverse problemadtica o bien, conducir a secuelas
més graves, y con una frecuencia aun menor pueden aparecer complicaciones renales, amiloidosis, o
formaciones neoplasicas .'®

Las manifestaciones clinicas del sindrome de Sjbgren atacan a un gran espectro de enfermedades
caracteristicas cuya situacién ha llegado a algunos autores a la clasificacién de las mismas. Por altimo,
si se considera globalmente como prondstico benigno, aunque esta aiin por definirse, algunos pacientes
pueden desarrollar procesos linfomicloproliferativos, como pseudolinfoma, linfoma B, mieloma,
reticulosarcoma u otras neoplasias malignas~'.

INCIDENCIA Y PREVALENCIA

El Dr. Sjégren describié al SS como una enfermedad rara con una prevalencia del 0.05%. En 1971, el
Dr. M.A. Sheam estimé la prevalencia del SS primario y secundario entre el 0.2 y el 0.44%
respectivamente. Existen sin embargo, evidencias crecientes de que la prevalencia del SS supera a la de
la artritis reumatoide que afecta aproximadamente al 1% de la poblacion mundial. En la década de los
70°’s y 80°s los estudios llevados a cabo en poblaciones geriatricas mostraron una prevalencia que
oscila en un rango del 2 al 4.8%. Un cstudio succo que evalud la prevalencia del SS en personas de 52
a 72 ailos determind que la misma alcanzé al 2.7%. Una reciente publicacion china registré una
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prevalencia del 0.8%. Puede concluirse que el SS parcce ser un desorden comun que tiene una amplia
distribucion mundial. En el caso del SS secundario, aproximadamente el 30% dc los pacientes con
artritis reumatoidea, un _10% de los que padecen lupus y un 20% de los que sufren esclerodermia
presentan este sindrome,*”

ANTIGENO Roy La

Las alteraciones serolégicas autoinmunitarias caracteristicas del sindrome de Sj8gren son la presencia
de anticucrpos contra unas proteinas denominadas Ro/SS-A y La/ SS-B, es decir, anti-Ro/SSA y anti-
LA/SSB . La integracién dec este concepto surge de los trabajos iniciales de Anderson et al, quiencs en
1961, describieron unas precipitinas que denominaron SjD y Ha ; posteriormente Reichlin describid
un antigeno soluble obtenido de extractos citoplasmicos humanos que fue denominado Ro; y mediante
el cual se detectaron anticuerpos en un paciente con lupus eritematoso sistémico cuyas iniciales eran
precisamente Ro, cn 1974 , Mattioli y Reichlin describieron otro sisterna de antigeno-anticuerpo que
denominaron La/anti-La . Un aiio después , en 1975, Alspaugh y Tan dieron a conocer tres sistemas de
precipitinas en pacientes con Sindrome de Sjbgren solo o asociado a artritis reumatoide, mismas que
denominaron A, B, C, y en su siguiente comunicacion como SS-A, SS-B , SS-RA, las dos primeras,
SS-A, y SS-B, fucron relacionadas en gran medida desde el principio con el sindrome de Sjégren no
asociado a artritis rcumatoide. En 1979, mediante un estudio en colaboracion, se aclaré que los
antigenos Ro/SSA y La/SSB/Ha, respectivamente, eran inmunoldgicamente idénticos.

ANTICUERPOS SS-B

La deteccion de la presencia de los anticuerpos SS-B ¢n los sueros de pacientes con sindrome de
Sjbgren primario es muy . variado y oscila entre el 40% y el 96%. Estos autoanticuerpos fueron
descritos en una poblacién de pacientes con SLE.

Los anticuerpos SS-B consitituyen una variedad de autoanticuerpos, que reconocen diferentes
moléculas de SS-B, algunas de las cuales han sido mapeadas y se conocen los sitios de unién para el
anticuerpo. Recientemente se ha demostrado que la formacion de anticuerpos anti-SSB parece estar
dirigida, en un comienzo hacia la porcion aminoterminal de la molécula SS-8B, desarrollandose
finalmente una respuesta autoinmune contra la molécula entera. 2°

ANTICUERPOS SS-A

Son fosfoproteinas cuyo peso molecular es de 52kD.

La técnica usualmente utilizada en el laboratorio para la deteccion de estos anticucrpos es la doble
. .o 29

difusion en agar (Ouchterlony). >’

ANOMALIAS HUMORALES

Se aprecia hipergammaglobulinemia en la mitad de los casos con SS. Aunque la electroforesis de
proteinas séricas en general muestra hipergammaglobulinemia policlonal, algunos sujetos desarrollan
paraproteinemia monoclonal IgM, gencralmente del tipo kappa. Las personas quiencs desarrollan
linfoma, en ocasiones presentan hipogammaglobulinemia grave y muestran desapariciéon de
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autoanticuerpos . Los factores reumatoides se pueden detectar por la prueba de fijacién de latex en
90% de aquellos con sindrome de Sjogren. Los anticuerpos antinucleares (ANA) en patrén
homogéneo o de puntos, se encuentra en un 70% de los individuos. Muchos de estos anticucrpos
antinucleares sc dirigen contra antigenos nucleares extraibles por acido. Los anticuerpos contra uno de
tales antigenos denominado SS-B , son relativamente especificos para aquellos de sindrome de Sjogren
primario. Los anticuerpos contra un segundo antigeno nuclear extraible por dcido SS-A, pueden
encontrarse en ¢l sindrome de Sjogren solo o en el sindrome de Sjoégren vinculado con LES (Lupus
Eritematoso Sistémico). -*

GENERALIDADES DE 1.OS ANTICUERPOS

Son proteinas que al ser estimuladas por un antigeno reaccionan especificamente con el inductor y
como consecuencia de esta reaccién haya una neutralizacion. Son glicoprotefnas

y su contenido dec carbohidratos varia cn cada una de sus clases, las diferentes clases de
inmunoglobulina forman una poblacidn heterogénea de moléculas que son de origen policlonal. *

INMUNOGLOBULINAS

Las inmunoglobulinas se clasifican de acuerdo a sus propiedades antigénicas. Existen 5 clases que son:
igG, IgE, IgM, IgA, IgD. Estan formadas de cadenas, las cadenas ligeras (H) que tienen dos variedades
antigénicas: las cadenas k, A, y las pesadas (L). Cada mondmero de la molécuia de la

inmunoglobulina cuenta con dos cadenas L unidas a las cadenas H por pucntes de disulfuro.??

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 3. Representacion esquematica de una inmunoglobulina: VL y VH son regiones variables, cadenas
ligera y pesada respectivamente; CL, region constante, cadena ligera; CH1 y CH2 y CH3 dominios de
la regién constante, cadena pesada. CDR, region determinante de complementariedad, SS, puentes de
disulfuro.

TIMO

Es una glandula donde se desarrolia la ontogenia la cual aumenta de tamaiio desde la vida fetal hasta la
pubertad estd organizado en dos compartimientos principales: la médula y la corteza es esta ultima la
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mas predominante de fos dos contiene numerosos timocitos y pocos macrofagos; que tienden a
concentrarse en donde se realiza la diferenciacion timica.

El timo es cl primer 6rgano linfoide que aparece en la mayoria de los mamiferos de todas las especies,
es una glandula de secrecién interna que produce hormonas timicas: timosina, factor timico y
timopoyetina poscedoras def factor de maduracién para produccion de las células T.

Es importante para la maduracién de los linfocitos no diferenciados en células T inmunocompetentes.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

~ Fig. 4. El timo es érgano bilobulado de forma

ferezdt - piramidal. Es el 6rgano mds importante del aparato
inmunolégico, mantiene un papel central de las funciones
inmunolégicas del individuo'’

(MU

De acuerdo a la seleccion clonal propuesta por Bumet (1957-1959) propone que las clonas virgenes de
inmunocitos tirculan en ¢l organismo esperando ¢l contacto con sus antigenos especificos, desde lo
cual experimentan una transformacion bldstica y se dividen repetidas veces para producir miles de
células descendientes con la misma especificidad. Este concepto fue seguido por el postulado de Jeme,
de que las moléculas de anticuerpo no son moldeadas sobre una plantilla formada por un antigeno
invasor sino que ya estan preformadas, esperando ser seleccionadas por su antigeno complementario.
En otras palabras, los antigenos se producen antes de la exposicion a los antigenos y la especificidad
de su sitio de combinaci6n es determinada inicamente por genes estructurales sobre las cuales los
antigenos no tienen mas influencia para inducir la proliferacién de la clona que expresa el idiotipo
especifico.

INMUNORREGULACION EN EL SINDROME DE SJOGREN

La presencia de hipergammaglobulinemia policlonal, autoanticuerpos no organoespecificos y
anticuerpo dc antigenos extraibles sugieren que existe una hiperreactividad de células “B" con o sin
anormalidades de inmunorregulacion de células T con actividad supresora. Se ha observado que los
pacientes con Sindrome de Sjgren tienen un nimero absoluto de linfocitos, células T y B normales. 9

DISTRIBUCION MOLECULAR Y PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos se encuentran unidos en la membrana citoplasmatica (reticulo endoplasmico y aparato
de Golgi) sobre la superficie de los linfocitos B.

Se les encuentra a los anticuerpos sobre la superficie de las células efectoras, como los fagocitos
mononucleares, las células agresoras naturales NK, las células cebadas (mastocitos) que aunque no
sintetizan anticuerpos pero tienen receptores especificos para unirse a los anticuerpos. Los anticuerpos
se les encuentra en leche, moco.
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PROTEINAS

Las proteinas son cadenas polipeptidicas muy grandes, constituidas por aminodacidos, unidos entre si

por enlaces peptidicos. Poseen diversas funciones biolégicas y son importantes para el funcionamiento.
de la célula®®,

Las proteinas son fragiles por lo que la conformacion original de las proteinas globulares, ésta sujeta a
interacciones por diversas agentes quimicos, fisicos, sin que ocurran cambios en la secuencia de
aminoacidos esta pérdida de la conformacién original, se le llama desnaturalizacién.

Para poder aislar las proteinas puras es necesario romper las células para formar un extracto celular, La
precipitacidn de globulinas se puede llevar a cabo con sulfato de amonio (NH4);S04, alcohol, sulfato
de magnesio Mg (504) entre otros. El sulfato de amonio (NH4)2S04 tiene la ventaja de que sus
soluciones saturadas, conticnen grandes cantidades de sal y que su solubilidad se modifica poco con la
temperatura. El fraccionamiento con sulfato de amonio (NH;)2504 no requiere el ajuste exacto de pH
Las desventajas del sulfato de amonio (NH4).S04 es que, la sal se debe remover por didlisis y este
proceso requicre de 1 a 3 dias y corre el riesgo de contaminacion bacteriana y se recomienda que el
sulfato de amonio (NH4),S04 sea puro, sin contaminantes de metales, ya que estos iones pueden ser
unidos firmemente por algunas proteinas y pueden catalizar reacciones de oxidacion . La precipitacién
de la gammaglobulina por este método se basa en ¢l fendmeno de salting out que es una deshidratacién
de la proteina por la sal de tal manera, que las moléculas de agua que recubren a las moléculas de
anticuerpo, son desplazadas por los iones de sulfato, que ademas neutralizan a los grupos cargados de
la proteina, la cual alcanza su punto isoeléctrico y precipita.

Las caracteristicas de las proteinas son su origen, tamaiio, formay pueden separarse de los solutos de
bajo peso molecular mediante didlisis, para ello se usa una membrana semipermeable que retiene las
moléculas de proteina de alto peso molecular. Se considera una forma de filtracién molecular que
separa moléculas de acuerdo a su tamaiio, utilizando membranas semipermeables que tienen poros de
dimensiones inferiores a las macromoléculas, estos poros permiten la salida de moléculas pequeiias
como catabolitos pequefios, sales, disolventes que se difunden a través de la membrana. Los
materiales usados son: ¢l celofin que es acetato de celulosa es la membrana mas utilizada, aunque se
usa también de nitrocelulosa. *°

PRUEBAS DE LABORATORIO

ELISA (andlisis de inmunoabsorbente unido a enzimas)

Descrito en 1971 por Engvall y Perlman . En esta técnica se utilizan anticuerpos conjugados a una
enzima. En estos conjugados el anticuerpo conserva su capacidad de unién especifica del antigeno
mientras que, la enzima es capaz de catalizar una reaccion de 6xido-reduccion , en la cual un sustrato o
un cromodgeno se transforman en un producto colorido. En este sistema el anticuerpo o ¢l antigeno se
adsorben a una fase sélida insoluble (micropozos, tubos, perlas de poliestireno o polivinilo y papel de
nitrocelulosa.)

Existen diversas variantes de! métedo de ELISA; como son los métodos indirectos, directos en
“sandwich” y el método de ELISA competitivo. Estos permiten la determinacion de antigenos en
fluidos biolégicos a excepcion del método indirecto con el que se detecta el anticuerpo.

En los métodos directos, el anticuerpo dirigido especificamente contra el antigeno es el que se lleva la
enzima. En cambio en los método indirectos el conjugado enzima-anticuerpo reacciona contra el
primer anticuerpo, ¢l cual ya reacciono con el antigeno adsorbido en la fase sélida.
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En tos métodos de ELISA “sandwich”, el conjugado enzima-anticuerpo reacciona con el antigeno que
se ha unido a un primer anticuerpo, adsorbido a una fase sélida. El o los componentes que no
reaccionaron se eliminan en los lavados por ultimo sc agrega el sustrato de la enzima y un cromdgeno
.y se mide la intensidad del color desarrollado, el cual es proporcional a la magnitud de la reaccidn
antigeno-anticuerpo.

El método de ELISA tiene aplicaciones muy variadas, por lo cual s¢ hace muy versitil, sc emplea en el
diagnéstico de enfermedades infecciosas virales o parasitarias, cuantificacion de hormonas,
cuantificacion de haptenos, titulacion de anticuerpos en bajas concentraciones, determinacion de
isotipo especifico de anticuerpos, etc.

Las ecnzimas mas empleadas cn las pruebas de ELISA son: peroxidasa de rdbano (PR), la fosfatasa
alcalina (FA) y fa -D galatosidasa (BG) debido a su estabilidad y reproducibilidad de resultados.
Los sustratos que se emplean para la enzima PR son el peroxido de hidrégeno o el peréxido de urea,
que al ser reducidos dan productos incoloros, por lo que se acompaiian de productos cromégenos, los
cuales al ser oxidados en la reaccion enzimdtica desarrollan color.

De éstos los mas empleados son: orto-feniléndiamina, la diaminobencidina, orto-dianisidina, que
contintian en forma soluble después de ser oxidados. El 1,4 -cloronaftol se utiliza en las técnicas de
ELISA en mancha (dot-ELISA) debido a su insolubilidad en solucion acuosa, cuando se encuentra en
forma oxidada. Los sustratos empleados para la FA son: para-nitro-fenil fosfato que produce color al
ser degradado por la enzima a temperaturas mayores de 30 °C, el 5-cloro-4-bromo -3 indol fosfato se
usa como sustrato de FA que inhibe por iones fosfatos libres presentes en soluciones amortiguadoras
de salina fosfatos, por lo que es recomendable utilizar soluciones de Tris-HCI.

Los sustratos usados para BG son la para-nitrofenil-B-D galactésido y el 4-metilumbeliferil-p-
galactésido. Esta enzima no se encuentra en el suero, pero puede encontrarse en algunos
microorganismos.’ '

En comparacion con el radioinmunoensayo (RIA), las pruebas de ELISA presentan algunas ventajas,
por ejemplo: es mas econémico, no presenta el inconveniente de la eliminacién de desechos
radioactivos, los conjugados antigeno-anticuerpo son generalmente mas estables durante periodos de

. tiempo mas estables durante periodo de tiempo mas prolongado, es un método muy sensible,
especifico, simple, reproducible detecta antigenos- anticuerpos en el orden de ng.?

El fundamento de ELISA se basa en que se emplean anticuerpos antiglobulina (método indirecto)
marcadas con una enzima que desarrolla una reaccién colorida (peroxidasa) que emplea como sustrato
H,0, y como cromégeno la o-fenilendiamina. Las proteinas tienen una cualidad que es la de pegarse a
esferas, discos, concavidades con placas de plastico a un pH de 9.0 a 10 también se pegan a los tubos
esto ayuda a que las concentraciones de antigenos en pequeiias cantidades.




Vite Gutiérrez Mary Landy
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Fig. 5. Pasos que se llevan a cabo en la técnica de ELISA.

TAMICES MOLECULARES

- Las técnicas de cromatografia son en la actualidad los métodos més utilizados para fraccionamiento de
proteinas. En 1959 Porath y Flodin introdujeron la filtracion en gel tipo el SEPHADEX (dextranas de
separacion de Pharmacia). La filtracion en gel separa moléculas de acuerdo a su tamailo. El gel est4
compuesto de esferitas formadas por una malla de dextranas de tal manera que las moléculas mas
grandes que los poros de las esferitas no pucden entrar y se excluyen, son las que eluyen primero. Las
moléculas més pequeiias penetran en los poros en diferentes grados de acuerdo a su forma y tamaiio y
eluyen saliendo las mas grandes primero y al fin.al las mas pequefias.
El volumen de exclusién est dado en ¢l nimero de SEPHADEX v.gr. SEPHADEX G-100 excluye las
moléculas de mis de 100kD.
La cromatografia de intercambio idnico separa moléculas mediante el uso de las diferencias en sus
cargas cléctricas.
La unidad fundamental del gel es un grupo cargado absorbido sobre una estructura soluble como la ce
lulosa, dextranas entrecruzadas o polimeros de acrilamida. La dietilaminoectil celulosa (DEAE) grupo
con carga positiva, sc usa para separar a la 1gG de conejo, absorbe a las proteinas séricas con carga
negativa y deja en el sobrenadante a 1a IgG de donde se recupera. Mientras que la carboximetil con
carga negativa se usa para scparar moléculas con carga positiva.”?
Las mezclas de proteinas disueltas en buffer apropiado se deja fluir a lo largo de una columna de
empaquetamicnto con perlas, granulos de material polimérico inerte con elevado grado de hidratacién;
que ha sido previamente lavado y equilibrado con una solucién amortiguadora, el material mdis
utilizado es el Sephadex biogel, el Sephadex es un derivado comercial de la agarosa y dextrana y el
biogel es un derivado comercial de 1a poliacrilamida, en el Sephadex, estan preparados estos derivados
con diferente grado de porosidad intema.
Las proteinas que ticnen diferentes pesos moleculares en columnas penctran en los poros internos de
granulos en grados diferentes de intensidad y descendiendo a distintas velocidades, si el peso de la
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proteina es muy grande entonces no penctrard en los poros de las particulas se dice que son excluidas
permanceciendo en el volumen de exclusion de la columna mientras que, las proteinas muy pequeiias
que penctran s¢ quedan obstucalizadas por el poro de las perlas y las proteinas de tamaiio intermedio
serdn excluidas dependiendo de las particulas en un grado que dependera de sus dimensiones por eso se
le llama cromatografia de exclusion.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Es un método analitico de alto poder resolutivo que combina la migracion en un campo cléctrico y el
tamizado molecular a través de un gel de corrida.

Al tener una mezcla de antigenos extraidos del agente infectante se separan sus diversos componentes
por clectroforesis en gel de poliacrilamida (bajo condiciones reductoras) y son transferidas por
electroforesis a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se cortan en tiras verticales y s¢ incuban
en sueros de individuos para poder observar la interaccion con éstos formando complejos estables. Los
anticuerpos que forman parte de estos complejos sc identifican con un segundo anticuerpo dirigido
contra globulinas humanas y conjugado con una enzima. Una adicién posterior del sustrato de la
enzima y un cromdgeno insoluble hard la formacién de un producto colorido ¢ insoluble, observandose
un precipitado en forma de bandas coloridas en las zonas de interaccién con el antigeno -anticuerpo®’,

16
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de Sjigren es una cnfermedad inflamatoria crénica de etiologia desconocida,
caracterizada por la disminucion en la secrecion lagrimal, salival, vaginal, se necesitan tres criterios
clinicos para diagnosticarlo que son:

A)Xeroftalmia
B)Xerostomia
C)Poliartritis reumatoide

En muchos pacientes se observan anticuerpos antinucleares anti-La (SS-B) y anti-Ro (SS-A) los cuales
van produciendo un infiltrado celular, que sera una caracteristica inmunitaria de la enfermedad.

Existe la necesidad de contar con un modelo animal para experimentar las terapias para el Sindrome de
Sjégren y posteriormente extrapolarlas a los humanos. Para ello sc estudiaron los ratones CD1 et/et que
presentan las caracteristicas siguientes: son desnudos y sin pelo, mortalidad alta, vida corta, fertilidad
baja, promedio de vida the dos aiios.

17
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OBJETIVOS

{. Obtener los antigenos La y Ro a partir de timo de ternera.

N

Purificar estos antigenos por precipitaciones con sales y tamices moleculares.

w

Buscar mediante la técnica de ELISA anticuerpos contra La y Ro en sueros de los ratones con
gléndulas alteradas (glandulas con indices bajos que nos indican retraccion).

Eale

. Identificar los antigenos Ro y La usando sueros de ratones con problemas de glindulas,
mediante inmunoelectrotransferencia.

18
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HIPOTESIS

Los ratones ct/ct con alteraciones en glindulas similar al encontrado en el SS, deben poseer
anticuerpos contra antigenos Ro y La, que son especificos en este sindrome.

TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio de tipo transversal, prospectivo y observacional.

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratones machos y. hembras de varias edades de las cepas: et/et, et/+ y +/+.

Sueros de ratones que tienen un registro de peso de la glandulas, edad, lesiones en glandulas y en 0_|os y
algunos con estudios histopatoldgicos.

Antigenos Ro y La obtenidos de timos de ternera joven .

TAMANO DE LA MUESTRA DE ESTUDIO

160 Ratones et/et, 20 Ratones et/+ y 20 Ratones +/+.

. CRlTERlOS DE lNCLUSlON

Ratones hembras y machos de 20 a 50 semanas,

 CRITERIOS DE EXCLUSION

" Ratones del estudio que presenten infecciones, tumoraciones.

19
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MATERIAL Y EQUIPO.

Equipo.

Equipo ¢ instrumentos Marca
Agitador de placa para microtitulacion Bello Glass Inc
Balanza analitica Mettler H 80
Ciamara de electroforesis Owl Scientifics

Columna para cromatografia molecular

Pharmacia_Fine Chemical

Espectofotémetro

Perkin Elmer

Espectofotometro para ELISA Dynatech MR 250
Mecmbrana de nitrocelulosa de um Bio-Rad
Micropipetas Transferpette
Placas para ELISA NUNC
Scparadores de electroforesis BIO-RAD

Vidrios para electroforesis

OWL SCIENTIFICS, INC

Reactivos utilizados en la realizacion de las técnicas

Reactivo Marca
2-B3-Mercaptoetanol (2SHCH.Ci1,0H) Sigma

Acrilamida (C3HsNO) Sigma

Albiimina Sérica Bovina (BSA) J.T. Baker

Azida de sodio NaNO; Sigma

Azul de Bromofenol (CisHaBrsQsSNa) Sigma

Azul de Coomassic (Ci7H4sN3045:Na) Siggma

Azul dextrana 2000 Pharmacia Fine Chemical
Bis-acrilamida  (CaH10N202) Sigma

Carbonato de sodio anhidro (Na,C03) J.T.Baker
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Citrato de sodio dihidratado (Na;C(.H507°2H20)

Técnica Quimica

Cloruro de potasio (KCI)

Tdenica Quimica

Cloruro de sodio (NaCl)

Tdenica quimica

Diaminobencidina (DAB) (C aH N4 4HCI) Sigma
Dodecilsulfato de sodio SDS (C\;Ha504Na) Sigma
EDTA (C10H,4N204Na ° 2H,0) Sigma
Folin & Ciocalteau (CigHs0:Na, - 2H,0) Sigmua
Fosfato de potasio dibasico (KHaP04) Merk
Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (NaH2P04 ° LT Baker
1211,0)

Glicerol (C;1Hx03) J.T.Buker
Glicina (CallsNO» Sigma
Hidroxido de sodio (NaOH) Merk
Mectanol(CH;0H) J.T.Baker
o-Fenilendiamina(OPD) (CqHgN») Sigma
Ovoalbimina Sigma
Peroxidasa

ot e ¥ Productos Quimicos
Peroxido de hidrogeno (Hy0;) Monterrey
Persulfato de amonio(NH,4)(S205) Sigma
Scphadex G50-100 Sigma
Solucidn bufter de fosfatos PBS, pH 7.4

Sulfato de amonio (NH4),S0, J.T. Baker
Sulfato de cobre anhidro (CuS04) J.T. Baker
Tartrato de sodio y potasio (KNaCsH40,° 4H20) Merck
Tween 20 Hycel de México
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METODOLOGIA

Extraccion de los antigenos del timo de ternera segiin el método® de Hajime Y. et al

l;:: obtuvieron los timos de terera joven l

L

rSc lavé con solucidn salina- citrato J

v

Se separd el estroma del tejido graso usando
una coladera con malla N° 50, adicionando
solucién amortiguadora PBS pH 7.4~

)

Las células se rompicron por congelacion
(-20 ° C) y descongelaron 10 veces (a
temperatura ambiente) i

Se centrifugé a 10000 r.p
-+ hol

Se filtré éori papel

Se precipité con sulfato dé amonio (NH.);SO; 1=
al 33% se elimind el precipitado y se adiciond -]
sulfato hasta alcanzar una concentracién al 66%

Whatma

22



Vite Gutiérrez Mary Landy

Purificacion de los antigenos obtenidos del timo de ternera

Se realizo una didlisis, usando una
membrana con poro de 10000 a
140000 um

“'Se prcparé la columna yel
ephadex G100-50

Marcajc de’peso molecular con o
“ovoathiiming v albfimina

Se cuanllf icaron ‘las proteinas utilizando un
¢ esnectrofotémetro a 280 nm

'Se realizo 1 ha eleclroforesis engelde’s
nnlmrrllnmlrla al 7 8%

Se obiuvier;ih suero de ratones CDI, etfet, et/+

Se realizd la técnica de ELISA ¢
inmunoelectrotransferencia
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Ensayo de Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA).

Se diluyeron las soluciones de los antigenos La y Ro,
obtenidos del timo de ternera haciendo diluciones al doble,
partiendo de una concentracién inicial de 16 pg/mL.

|750 colocaron ¢n una gradilla 7 tubos, rotulados de la A-G. ]

En el tubo A, se colocaron 3 mL de los antigenos Lay
Ro a una concentracién de 16 pg/mL. Disueltos en
amortiguador de recubrimicnto. Se realizaron diluciones
al doble con volumenes de 1.5 mL dec amortiguador de
recubrimicnto en los tubos B-G, de tal mancra que al
final todos tengan un volumen de 1.5 mL, excepto cl tubo
G con 3 mL.

Sc colocaron 100 pL de amortiguador de recubrimiento
a la fita H de la placa de ELISA (Testigo Negativo del
Antigeno). Adicionando ef volumen en ¢l resto de las
filas empezando con la fila G y terminando con la fila A,
en ese orden y usando una sola punta, se colocé ¢l mismo
volumen en cada pozo.

Sc mantuvo en incubacion durante 1 hora,

Se climiiié'?é}lftsqbi’enadgﬁt»e posteriormente se bloqued

con albimina sérica bovina al 1.0% y, leche descremada
al 5%, todo en PBS. durante 30 minutos.

I

Sc diluy6 cada muestra 1:100 y 1:200 y sc realizé por
triplicado colocando 100 1L de las diluciones de las
muestras en cada pozo. Se incub6 durante | horaa 37 °C.
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Se lavaron las placas 4 veces con PBS Tween y se adicioné el
conjugado anti IgA diluido 1:500 en PBS. Incubandose durante |
horaa 37 °C.

Ec realizaron lavados 4 veces con PBS-Tween.

v

Sc adicionaron 100 plL del sustrato con ortofenilendiamina ( OPD)
en cada pozo. Incubdndose a 37 °C durante | hora. .

L Las lecturas se hicieron a 490 nm en un fector de ELISA
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Electroforesis de poliacrilamida.

|Con dos cristales de 12x11 y 12x10 cm respectivamente y dos
lempacadores de teflén de 0.5 mm de ancho montar el soporte donde se
[l‘ormé el gel de poliacrilamida preparado al 7. 5%

Una vez que los pozos estuvieron formados, se colocaron en el
armazon con el gel formado dentro de la cdmara de clectroforesis
fa cual debe contener soluciéon amortiguadora de corrimiento.

Se procedié a colocar la muestra (60 L) y 15 pL de un marcador,
de pesos moleculares. (Sigma marker de alto rango).

\ 4
Se separaron las proteinas del gel con un voltaje de 80 volts
para empaquetar y después se aument6 el voltaje a 120 voits
{durante hora y media hasta alcanzar el final del gel.

Se tifi6 con azul de Coomassie y se transfirid a papel de
nitrocelulosa para realizar la i yelectrotr: i
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Inmunoelectrotransferencia.

Sc separd el papel de nitrocelulosa y se colocé en una
solucion bloqueadora.

Se lavé 3 veces con PBS-Tween (0.05%) a temperatura
ambiente y agitacion constante, con 100 mL de PBS + 50
nL de Tween 20.

A
Se agreg6 el suero con la dilucion 1:25 y se colocd en los
pozos durante § hora a 37 °C. :

A
Se lavé con PBS + 50 puL. de Tween 20 tres veces cada 3
Iminutos.

.

En otra charola se sumergi6 el papel de nitrocetulosa,
con el conjugado anti IgA de ratén peroxidasa en una
dilucién 1:500 durante 1 hora.

v

Se lavé tres veces con PBS-Tween en un lapso de | hora. ]

v

r Se enjuagé con PBS. l

Se colocé el sustrato cromégeno 3'3°-
diaminobencidina.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Procedimiento para la extraccion de los timos de ternera joven

1. Se obtuvieron cuatro timos de ternera joven
2. Se mantuvicron en solucion salina (0.85%) — citrato (0.4%).

3. Posteriormente con unas tijeras se cortaron en partes finas y se homogenizaron en un cedazo con
una malla de namero 50.

4, Se separ6 cl estroma de la grasa en solucion fria de PBS (solucion buffer de fosfatos).

5. La suspension se filtré en gasa para quitar las partes gruesas y esta suspension sc sometié a
congelamiento y descongelamiento 10 veces.

6. Se centrifugd a 4 °C a 10000 rpm. durante una hora.

7. Al sobrenadante obtenido se le di6 tratamiento con una solucion de sulfato de amonio (NH4)2S04 al
33%.

8. Se centrifugd a 6000 rpm, se climind ¢l precipitado.

9. Al sobrenadante se le adiciono la cantidad necesaria de sulfato de amonio (NHg4)2 SO4 para tenerlo
al 66%, se volvid a centrifugar a 10000 r.p.m. durante | h.

10. El precipitado se resuspendié en 10 mL de PBS. Al producto obtenido se le realizé una didlisis a 4
°C hasta eliminar todo el sulfato de amonio (NH4); SOy.

I 1. Para poder verificar si este sobrenadante estaba libre de sales se hizo la prueba con cloruro de bario
(BaClz) al 1%.

Procedimiento para el montaje de la columna

1. Se montd una columna con Sephadex G50-100, utilizando dextrana azul 1% para calcular el
volumen vacio y la columna se calibré con BSA y ovoalbtimina .

2. Sc coloco en la columna una muestra de 5 mL del antigeno obtenido.

3. Sec uso un colector de fracciones calibrado a 40 gotas (volumen de 2 mL.), se colectaron 63 tubos.
Sc determiné la lectura de absorbancia de cada una de estas fracciones a 280 nm en espectrofotémetro
uv Perkin Elmer. Posteriormente se graficaron los resultados (nimero de fraccion contra absorbancia).

4. Dc csta grafica se observaron dos conjuntos de picos, el primero que abarca la fraccién uno a la
fraccion 14 (los primeros 28 mL) y el segundo pico de la fraccion 32 a la fraccion 35 (correspondiente
a los volimenes 64 - 70 ml.).

5. Para separar las cadenas de la fraccion |, se traté con mercaptoctanol y yodoacetamida . Se pasd
nucvamente por la columna de Sephadex G50-100.
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6. Sc determind la absorbancia de las fracciones obtenidas (54 fracciones) a 280 nm, dando ahora dos
picos al graficar los resultados. Uno en la fraccion 14 (correspondiente al 28 mL) y otro cn la fraccion
17 (correspondiente al 34 mL).

7. Se realizé una mezcla de las fracciones que incluye los picos maximos de absorbancia, y se mando
liofilizar para concentrar la proteina.

8. El liofilizado se reconstituyé con 2.5 mL de agua destilada y posteriormente se determiné la
concentracion de proteinas por el método de Lowry leyendo la absorbanciaa 640 nm dando un valor
de 760 pg/ml.

Tabla de cuantificacion de proteinas por el método de Lowry leida a 640 nm.

No.de Tubo 0 | 2 3 4 5 6 7 8 9 i0
Sol. Patrén
(250ug/mL) 0 0.1 02| 03 )04 ] 05] 06107 08 | 09 1.0
Agua destilada 1 09 1 08 107 ]106] 051041 03 02 | 0.1 0
Reactivo “C” 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Se deja reposar 10 minutos
Reactivo *D” 0.1 Jo.r oo Jo.t Jo. fo.a foa Jou foa Jo. T o.
Sc deja reposar 30 minutos para despuds ser leido

Procedimiento para realizar ELISA.

1. La placa de ELISA es irradiada 20 minutos con luz ultravioleta antes de usarse.

2, Se diluye una solucion de los antigenos Ro y La en una gradilla con sicte tubos de ensaye
previamente marcados en las letras A hasta la G, de la manera siguiente:

a) En el tubo A se colocan 3 mL de los antigenos Ro y La a la concentracion de 16 pg/mL se disuelve
en la solucion de recubrimiento.

b) Posteriormente se realizan diluciones al doble con disoluciones de 1.5 mL de amortiguador de
recubrimiento en los tubos B hasta G de manera tal que todos tengan un volumen final de 1.5 mL
excepto et tubo G con 3 mL
c) Colocados 100pL de amortiguador de recubrimiento en la fila H (testigo negativo) de las placas de
poliestireno para ELISA hacicndo lo mismo en el resto de las filas empezando en la fila G terminando
en la fila A en ese orden fue realizado, se utilizé una punta de 1a micropipeta para toda la placa y en
cada pozo ¢l volumen fue ¢l mismo.

3. La incubacion de la placa es de una hora a 37 °C.

4, Se climina del sobrenadante lucgo se bloquea con albumina sérica bovina al 1.0%, leche descremada
al 5.0% cstas soluciones tueron preparadas en PBS y el bloqueo durd 30 minutos.

5. La dilucion del antigeno Ro y La se realiza 1:100, 1:200 (por triplicado) colocando 100nL de estas
disoluciones en cada pozo de la placa. Sc incubd durante una hora a 37 °C.
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6. Sc hacen cuatro lavados en PBS-Tween a los pozos y posteriormente se adiciona ¢l conjugados anti
IgA peroxidasa de ratén a una dilucién a 1:100 en PBS.
7. Se hacen nucvamente cuatro lavados con PBS-Tween.
8. Sc adiciona a cada pozo100 pL de ortofeniléndiamina OPD.
9. Se hace la incubacién a 37 °C durante una hora.
10. La lectura sc hace en un lector de ELISA a 490 nm.

Metodologia para realizar la electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)
I. Limpieza de los vidrios, peine y separadores, con dodecil sulfato de sodio (SDS) y agua de la llave.

2. Armar de la placa para el gel, se pone entre los dos vidrios los separadores y con pinzas se sujeta
sobre otro vidrio en una superficic nivelada, se coloca la agarosa liquida para fijar sobre esta los
vidrios que se armo para la placa.

3. Preparacion del gel separador al 7.5%

a) Vaciar este gel separador entre los vidrios dejando un espacio de 3 cm aproximadamente en la parte
superior y llenar con agua bidestilada toda la superficie de los vidrios.

b) Después de aproximadamente 2 minutos , en que ya se formo el gel separador ( se retira el agua
inclinando los vidrios con cuidado para que no se separen y se rompa el gel ).
4, Preparacién del gel empacador.

a) Vaciar sobre ¢l gel separador hasta que ¢l limite de los vidrios y colocar inmediatamente el peine
cuidado de que no se formen burbujas, esperando aproximadamente 3 minutos para que se forme el
gel y retirar el peine, enjuagando cada pozo con agua bidestilada.

5. Preparacion de las muestras: sucro de ratones CDI et/et.

a) Se adiciona una parte buffer 4x y 3 partes de la muestra, calentando en un bafio maria a punto de
cbullicién la muestra y el buffer 4x durante dos minutos.

6. Colocar los vidrios con ¢l gel formado cn la cimara de electroforesis con una solucion
amortiguadora de corrimiento (metanol, trizma base, glicina, dodecil sulfato de sodio SDS).

7. Colocar en cada pozo la muestra y en otro pozo ¢l marcador de peso molecular, dando un pozo de
espacio y correr por duplicado.

8. Conectar la cimara de clectroforesis a la fuente de poder aplicando una corriente de 80 volts v
aumentando este voltaje a 120 volts cuando las muestras hayan concentrado el gel separador.

9. Se deticne la electroforesis hasta que se hayan desplazado por completo las muestras hasta ef final
del gel. Apagar la fuente de poder , desconectar la camara de electroforesis.

10. Quitar el armazdn y colocar ¢l gel (cuidando de no romperlo), en la solucion 1 de azul de
Coomassic aproximadamente una hora con agitacion moderada.

1 1. Retirar el colorante y desteiiir con la solucién K (solucion decolorante 1) y la solucion L.
(decolorante 2) hasta obtener las bandas.
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12, Colocar sobre un papel filtro cl gel y cubrir con kleen-pack y llevar a un secador de geles.

Metodologia para realizar la inmunoelectrotransferencia.

1. Se realiza el mismo procedimiento de la clectroforesis desde el paso numero 1 hasta el paso namero
12 es decir, no se debe teilir el gel.

2. Se desmonta el armazon y se coloca el gel en un recipiente con solucion buffer de transferencia
(metanol, glicina, trizma base).

3. Se forma un “sandwich”™ colocando una esponja del cassette para la transferencia y sobre la esponja
se coloca el papel filtro whatman y sobre el papel se coloca e! gel de poliacrilamida con la muestra y
el marcador ya cluidos y se pone sobre el gel una membrana de nitrocelulosa al tamaiio del gel y sobre
la membrana de nitrocelulosa se coloca la otra esponja del cassette.

4, El “sandwich™ se coloca en el cassette cuidando de poner el lado que tiene la membrana de
nitrocelulosa del lado rojo del cassette y ¢! lado que tiene el gel, del lado negro del cassctte.

5. Colocar el cassette con el *sandwich™ en la camara de transferencia con buffer de transferencia
(metanol-glicina-trizma base), de mancra que coincidan los colores de los polos positivo (+) y negativo
(-) con los colores de los lados del cassette.

6. Cerrar la camara de transferencia y conectarla a la fuente de poder, aplicando una corriente de 80
volts dejandola toda la noche.

7. Al otro dia se separa el “*sandwich™ se trabaja con la membrana de nitrocelulosa, colocandola en:
8. Leche Svelty —EDTA en PBS, durante una hora de agitacion.

9. Se realizan posteriormente dos lavados con solucion PBS- Tween aproximadamente 20 minutos
cada uno a la membrana de nitrocelulosa.

10. Se corta con tijeras la membrana donde se observa la transferencia de las bandas de peso molecular,
para trabajar s6lo con latira donde se puso la muestra problema.

11. La tira que ticne la muestra problema sc corta en dos tiras nuevamente y se coloca en cada tira
suero de ratén et/et ( dilucion 1:25 en PBS).

12. Se realizan tres lavados con PBS-Tween con agitacidn, de 1S minutos cada uno,

13. Las tiras son colocadas en una charola con solucién de conjugado anti-1gA (1: 250) en PBS.
incubando durante una hora. a temperatura ambiente con agitacion.

14. Se realizan tres lavados a las tiras de 15 minutos cada uno con solucion PBS ~Tween y agitacion.

15. Adicionar ¢l cromogeno (diaminobencidina) con peréxido de hidrégeno (66pL) a las tiras agitando
durante un minuto.

16. Observar las bandas que aparccen cn las tiras.
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RESULTADOS
TABLA 1: resultados arrojados al pasar la muestra por la columna y ser Icidos a 280 nm
'I:UB (¢ ABSORBANCIA T:UB() ABSORBANCIA 'I:UB() ABSORBANCIA
(NUMERO) (NUMEROQO) (NUMERQ)

1 0.545 25 0.093 49 0.104
2 1.226 26 0.088 50 0.085
3 0.776 27 0.091 51 0.084
4 0.675 28 0.093 52 0.882
5 0.504 29 0.098 53 0.090
6 0.372 30 0.120 54 0.089
7 0.486 31 0.120 55 0.141
8 0.226 32 0.139 56 0.093
9 0.157 33 0.502 57 0.091
10 0.937 34 0.861 58 0.105
11 0.466 35 0.204 59 0.105
12 0.246 36 0.159 60 0.105
13 0.290 37 0.106 61 0.166
14 0.232 38 0.100 62 0.094
15 0.129 39 0.092 63 0.090
16 0.094 40 0.143 64 0.095
17 0.099 41 0.108 65 0.105
18 0.100 42 0.095 66 0.087
19 0.100 43 0.089 67 0.092
20 0.088 44 0.086 68 0.088
21 0.088 45 0.108 69 0.090
22 0.088 46 0.086 70 0.090
23 0.092 47 0.084 71 0.086
24 0.085 48 0.217 72 0.090
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GRAFICA 1: se aprecia en la grafica que la muestra después de ser pasada por la columna de sephadex
G50-100 existe un conjunto de picos que indican por donde puede encontrarse el antigeno Ro y La.
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Tabla 2: cuantificacion de proteinas por ¢l método de Lowry leidaa 640 nm.

TUBO ABSORBANCIA TUBO ABSORBANCIA
1 0.379 28 0.378
2 0.410 29 0.388
3 0.375 30 0.389
4 0.385 31 0.382
5 0.398 32 0.383
6 0.399 33 0.377
7 0.413 34 0.385
8 0.403 35 0.387
9 0.406 36 0.384

10 0.417 37 0.379
11 0.423 38 0.383
12 0.451 39 0.388
13 0.535 40 0.388
14 1.106 a1 0.386
15 0.510 42 0.386
16 1.106 43 0.387
17 1.424 44 0.386
18 1.070 45 0.383
19 0.659 46 0.506
20 0.562 47 0.385
21 0.494 48 0.380
22 0.433 49 0.381
23 0.417 50 0.383
24 0.401 51 0.386
25 0.389 52 0.383
26 0.393 53 0.380
27 0.392 54 0.379
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GRAFICA 2: Los dos picos representan los antigenos Ro y La aislados después del
tratamiento con yodoacetamida y mercaptoetanol. La muestra fue leida a 640 nm.
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Tabla 3: resultados de la técnica (ic ELISA determinando isoti

IgA, a 490 nm,

2

3

4 5

6 7

8

9

10

i1l

12

0.111

0.079

0.105

0.085 | 0.098

0.069 ] 0.142

0.111

0.128

0.109

0.217

0.184

0.086

0.064

0.294

0.273 ] 0.162

0.133 ] 0.246

0.187

0.281

0.207

0.247

0.176

0.348

0.225

0.272

0.237 | 0.093

0.060 1 0.146

0.108

0.097

0.085

0.162

0.139

0.272

0.190

0.046

0.048 1 0.088

0.063 1 0.364

0.274

0.093

0.065

0.040

0.056

0.604

0.555

0.159

0.117] 0.078

0.027 | 0.078

0.063

0.294

0.184

0.026

0.020

0.142

0.085

0.179

0.180 } 0.164

0.085 ] 0.146

0.105

0.212

0.171

0.136

0.087

0.215

0.118

0.249

0.200 } 0.231

0.166 ] 0.143

0.102

0.505

0.356

0.150

0.08

o (o] kool Her] K] [@] Lve] B

0.139

0.069

0.181

0.136 ] 0.174

0.13510.209

0.110

0.183

0.126

0

0

Del Al al E4 son sueros de ratones et/et, del E5 al F12 son los ev/+ y del G1 al H10 son sucros de

ratones CDI.

Tabla 4: analisis estadistico_en la técnica ELISA usando anti isotipo IgA de raton peroxidasa

CDI ct/+ CDI et/+
*1:100 *1:200 *1:100 *1:200
0.215 0.118 0.215 0.118
0.249 0.200 0.249 0.200
0.231 0.166 0.231 0.166
0.143 0.102 0.143 0.102
0.150 0.087 0.150 0.087
0.0139 0.069 0.0139 0.069
0.181 0.136 0.181 0.136
0.174 0.135 0.174 0.135
0.209 0.110 0.209 0.110
0.183 0.126 0.183 0.126
ct/ct
1:100 1:200 1:100 1:200
0.11!1 0.079 0.111 0.079
0.105 0.085 0.105 0.085
0.098 0.069 0.098 0.069
0.142 0.111 0.142 0.141
0.128 0.109 0.128 0.109
0.217 0.184 0217 0.184
0.086 0.064 0.086 0.064
0.294 0.273 0.294 0.273
0,162 0.133 0.162 0.133
0.246 0.187 0.246 0.187
0.281 0.207 0.281 0.207
0.247 0.176 0.247 0.176

*Dilucion 1:100, 1:200
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Se escogit la concentracion del antigeno de 16 pg/mL utilizando el tablero de ajedrez las diluciones
de los sueros 1:100, fueron las adecuadas y la dilucion del conjugado anti-IgA fue de 1:500.

Se calcul el valor de corte de positividad de acuerdo a la metodologia descrita por Organon Tek*.
Calculando la media de los ratones normales (CD1) mas 2 desviaciones estandar de la media, de tal
manera que todo valor por arriba de este corte serd considerado positivo.

Posteriormente a los que resultaron positivos por  ELISA se procedi6 a realizar la técnica de
inmunoelectrotransferencia para corroborar la positividad .

Al realizar la técnica de ELISA se calculé el valor de corte que fue de 0.263. Con base en este valor
de corte se encontréd que los sueros de los  ratones et/+ mostraron un 10% de positividad, los ratones
et/et un 27%, mientras que los ratones CD1 un 0 % de positividad.

P.M. 175
KDa

83
62

47.5
32.5

25

16.5

1 2 3 4

Los carriles de | al 4 son sueros de ratones ct/et que dieron positivos en ELISA. Sc apreciaen la
fotografia el corrimiento de las bandas que corresponde a pesos moleculares entre los 50 y 60 kD.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los antigenos La y Ro obtenidos de timos de ternera joven, se encuentran agrupados en cadenas, pues,
al purificalos mediante tamices moleculares, se obtuvo un pico de lectura a 280 nm que correspondi6 a
¢l volumen vacio, indicindonos una proteina de peso alto molecular. Al tratar la muestra con
mercaptoctanol y yodoacetamida y correrla en la columna, nos dio una banda que correspondié a cl
volumen de un peso molecular entre los 50 y 60 KD, peso molecular de los antigenos La y Ro.

Al realizar la técnica de ELISA, determinando la respuesta de IgAs contra los antigenos La y Ro
encontramos que los ratones CD1 et/et mostraron titulos més altos de anticuerpos de 1gAs que los
animales CDI y los portadores del gen de alopecia ( CD! et/+). Las lesiones mostradas en las
glandulas de los ratones CD1 ct/ct deben estar causadas por la respuesta contra los antigenos La y Ro,
ya que éstos estan presentes en la superficie de todas las celulas que forman las glandulas. Ademas las
glandutlas de muchos ratones CD! et/et mostraron infiltrados de Innfoculos, macrofagos y células
plasmiticas, que terminé destruyendo la arquitectura de las glandulas®. La respuesta a las glandulas
pudicra ser la causa de que los ratones hembras sean incapaces de amamantar a sus crias y presentan
una hipotimia*®, quizas debida a un ataque al timo, ¢l cual cs una glandula. Esta descrito que los
ratones hembras timectomizados al nacer  presentan ooforitis®! (alacauc a los oocitos) lo cual creemos
que ocurre en nuestros ratones, pucs presentan una baja fertilidad®. Estos datos coinciden con los
hallazgos histologicos encontrados en las glandulas de los ratones evet que muestran un patrén de
infiltracidn linfocitaria similar al encontrado en el sindrome de Sjogren en ¢l humano®?

La presencia de anticuerpos en el raton et/+ nos indica que la portacion del gen es suﬁcicme para que
se presente la respuesta inmune contra antigenos propios como son el Ro y La; sin embargo esta
respuesta no es suficiente para que se presenten las lesiones en glandulas, que si se observan en los
ratones hipotimicos et/et.

Para demostrar que correspondia a los pesos moleculares los anticuerpos anti-Ro y anti-La obtenidos,
fuc realizada mediante Ja técnica inmunoclectrotransferencia, donde se aprecia como la aparicion de
una sola banda la cual corresponde al peso molecular esperado de 52-60 kD, donde se aprecia la
aparicion de una sola banda que corresponde al peso molecular esperado, comparado con el marcador
de peso molecular.
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CONCLUSIONES

-Usando el timo de ternera joven como fuente de antigenos La y Ro fue el adecuado. Se debe usar un
reactivo para separar cadenas ya que se presentan los antigenos asociados. El uso de una columna de
sephadex G50-100 calibrada con ovoalbumina y BSA es el adecuado para purificar los antigenos, ya
que ¢l bandeo de los antigenos La y Ro, se ubican entre las bandas de los marcadores de las albaminas.

-Para la prueba de ELISA la concentracion dptima del antigeno esde 16 pg/mL y una dilucién para
los sueros de 1:100 y parael conjugado anti-lgA 1:500.

-La presencia de {os anticuerpos anti-La y anti-Ro son caracteristicas en el sindrome de Sj8gren
primario. Por lo tanto, consideramos que los ratones CD1 et/et presentan un modelo de sindrome de
Sjogren primario.

-Al realizar la inmunoelectrotransferencia sc demostré que la respuesta dada por anticuerpos IgAs fue
especifica ya que las bandas obtenidas correspondieron a los pesos moleculares reportados en la
literatura (52 —60kD).
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PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Se debe seguir con la caracterizacion del raton CD1 et/et con la idea de usarlo como modelo de SS y
probar en firmacos que ayuden a la mejoria clinica del sindrome.
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ANEXO

Soluciones

Solucion amortiguadora de Josfatos (PBS)
( 2litros) pH 7.4
"~ KH2P0Oy 04¢g
Na,HP04° 12H,0 58¢g
KCl 0.04g
NaCl l6g

Solucién patrén (albiimina sérica bovina) (BSA)
BSA 250ug
Se disuelve 250 pg/dL de agua destilada

Inhibidor de proteasas
1AA. 0.0055g
Se disuelve en 300 uL de agua destilada

Preparacion de los reactivos para la cuantificacion de proteinas por el método de
Lowry

Reactivo “4"
NUZCOJ 2.0 g
Tartrato de sodio y potasio 0.02g
C4H4Na0g° 4H20 en NaOH al 0.IN 100 mL
Reactivo “B”
CuS04 5g

Se disuelve en 100 mL de agua destilada

Reactivo “C”

Es la suma del reactivo “A™ mas un mililitro del reactivo “B” que deberd ser usado inmediatamente.
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Reactivo “D”
REACTIVO FOLIN ~CIOCALTEAU 100 pL.

Reactivos utilizados en la tecnica de ELISA.

Amortiguador de recubrimiento (carbonato-bicarbonato) pH 9.6

NﬂzCOJ 1.59 g

NaHCO0, 293 g
Se afora a un litro con agua destilada debe ser preparada en el momento preferentemente

PBS Tween

NaCl 80g
KH2PO, 02¢g
Na;HPOQ, ° 12H,0 29g
KCI 02g
TWEEN (20) 0.5 mL

Se afora a un litro con agua destilada ajustando el pH 7.4 y guardalo a 4 °C

Sustrato del cromégeno
C(,Hgof’ Hzo (O.IM) 2.1014 g
Na;HPQ, (0.2M) 1.4196¢
Se disuclven en S0 mL cada reactivo por separado. El sustrato
prepara antes de usarlo pues lo dafia la luz.

o-feniléndiamina 40 mg

*todos los reactivos deben de ser preparados con agua bidestilada forzosamente

se
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Gel de corrimiento
Agua bidestilada

Acrilamida —bisacrilamida

Tris pH

8.8 (1.5M)
SDS (100%)
ASP
TEMED

El TEMED y ASP son agregados al altimo juntos.

Gel empacador al 30% (5ml)

Apgua bidestilada

Acrilamida-bisacrilamida

Tris pH 6.8 (0.5M)
SDS (10%)
TEMED

Agarosa al 2%
Agarosa,

Preparacion de los reactivos para los geles de poliacrilamida al 7.5% (10 mL)

4200 pL
3600 uL
2500 pL

100 pL
100 L
6 nL

2936 uL.
714 ulL.
1250 pL
50 pL,

6 nl

2g

Se disuclve la agarosa en agua destilada en 100 mL

Preparacién de soluciones para la electroforesis en geles de poliacrilamida

Solucion H( amortiguador de desarrollo)(1000 mL)

Tris (0.025M)
Glicina (0.192M)
SDS (0.1%)(10mL)

3.0275 g
14413 g
001 g

Solucion I (colorante azul de Coomassie al 1%4)

Azul de Coomassie

g

Se disuclve en 100 mL de agua destilada
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Solucion J (colorante 500mL)
Azul de Coomassie (0.125%)
Metanol (50%)

Agua destilada

Acido acético (10%)

62 mL de la solucién
stock

250 mL

500 mL

100 mL

Preparacion de soluciones para la electroforesis en geles de poliacrilamida

Solucion K (decolorante 1)
Metanol (50%)

Acido acético (10%)

Apgua destilada

Solucion L (decolorante 2)
Metanol (5%)

Acido acético (7%)

Apgua destilada

Solucién E

Persulfato de amonio (PSA)(10%) 0.02g

Agua desionizada

Solucion F
TEMED

Solucion G
Solucién C
Solucion D

Glicero!

2-f3-mercaploctano}
Azul de bromofenol

(1000 mL)
500 mL
100 mL
1000 mL

(1000 mL)
50 mbL
70 mL
1000 mL

(2mL)

2000 pL.
1000 pL.

amortiguador de muestra

300 ul.
200p L

400 uL.
50 uL
50 uL
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Reactivos para la realizacion de western blot

PBS (solucion salina de fosfatos)
KCl

NaCl

NaH;P04+ 12 H20

N3H2P04

agua bidestilada

PBS-tween 20 (0.01%)

(2000 mL)

02g
80g
29¢g
02g
1000 mL

adicionar | mL de Tween 20 por cada litro de PBS

Solucion bloqueadora

leche descremada svelty
EDTA

PBS

Diaminobencidina (DAB)

se disuelve en 40 mL de PBS

50g

0.08 g
100mL
0.12g

Solucion amortiguadora de transferencia

Metanol
Glicina
Solucién trizma-base

240 mL
17.28 ¢
3.63g
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ABREVIATURAS
ANA: anticucrpos antinucleares
AR: artritis reumatoide
BSA: albamina sérica bovina
°C: grado centigrado
DAB: diaminobencidina
ELISA: andlisis de inmunoadsorbente ligado a enzimas.
et: forma mutante de la cepa de los ratones alopécicos hipotimicos
derivados de la mutacién albina CD1.
g gramos
IAA : inhibidor de proteasas
IgAs: inmunoglobulina IgA secretora
Kd: kilodalton
LES: lupus eritematoso sistémico
mkL: mililitros
nm: nanometros
oPD: o-fenilendiamina
PAGE: significa electroforesis en geles de poliacrilamida.
Pp: precipitado.
PSA: persulfato de amonio
pm.: revoluciones por minuto
SDS: dodecilsulfato de sodio
SS: sindrome de Sjdgren
TEMED: N-N-N tetrametilendiamino
V.gr. 2 por ejemplo
ng: microgramos
[T microlitros
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GLOSARIO

ANTICUERPO O INMUNOGLOBULINA: es una proteina formada de cuatro cadenas polipeptidicas cuya
funcion es pegarse a un antigeno propio.

ANTIGENO O INMUNOGENO: es una molécula reconocida especifi ite por el si a ir

ARTRITIS REUMATOIDE: Sindrome cronico caracterizado por una inflamacién linfocitaria de Ias
gldndulas causada al parecer por factores autoinmunes.

AUTOANTICUERPO: Anticuerpo contra antigenos propios.

AUTOANTIGENO: antigenos propios

CRIOGLOBULINEMIA MIXTA: Cuando hay precipitado de éstas globulinas al enfriarse la sangre
mientras circula por la piel y tejido subcutanco de las extremidades, puede producir una lesion
de los vasos pequeiios.

CROMATOGRAFIA: consiste en que todas aquéilas sustancias de muestra que se encuentran disueltas en
una fase movil , se hace pasar a un medio estacionario, que al tener distintos grados de interaccién, con
los compuestos individuales , obstucalizando el flujo en diferentes medidores asi las diferentes
sustancias migran a diferentes velocidades.

DiAuisis: mediante el uso de una membrana semipermeable que sirve para retener las moléculas de
proteina, permitiendo que las moléculas pequeiias de solutos las atraviesen.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE): provicne del inglés Polyacrilamide Gel
Electrophoresis 'y es una herramienta que sc utiliza para efectuar operaciones, aislamientos,
evaluaciones de pureza y cuantificaciones del peso molecular de una proteina.

ELISA: sus siglas en inglés son Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay. Es una técnica en la cual uno
de los reactantes, ya sca ¢l antigeno o cl anticuerpo, se fija a un soporte sélido (como placas de
poliestireno) previamente a su interaccion con el reactante complementario.

ENFERMEDAD MIXTA DEL TEJIDO CONECTIVO: es un sindrome con caracteristicas clinicas del LES
suele ser crénica y recidivante , a menudo con largos periédos de remision .

ESCLERODERMIA: sindrome crén ico caracterizado por una inflamacion linfocitaria de las glandulas
causada al parecer por factores autoinmunes, Enfermedad cronica de causa desconocida caracterizada
por anomalias vasculares en la piel.

ETI0LOGiA: alg(n agente causante de la enfermedad ya sea virus, bacteria, o factor ambiental o factor
genético.

HEPATITIS CRONICA ACTIVA: ¢ésta enfermedad que sucle aparecer después de una hepatitis crénica
aguda tipica.

IGA: clase de inmunoglobulina que se encuentra en secreciones.

IGD: inmunoglobulina que su funcién es incierta, que se encuentra presente en la superficie de las
células linfoides B.

IGE: inmunoglobulina que es la medidora de 1a hipersensibilidad inmediata.

1GG: inmunoglobulina que es producida en las respuestas inmunes secundarias sanguineas.

1GM: inmunoglobulina que se expresa en los linfocitos B virgenes y secretadas en respuestas inmunes
primarias.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA: técnica enfocada a fa identificacion de antigenos dentro de una
mezcla donde serdn antigenos dentro de una mezcla donde serdn reconocidos por loa anticuerpos
presentes ya sea en suero de individuos o animales infectados.

INCIDENCIA : Mide los nuevos casos de enfermedad que surgen en una poblacidon durante un periodo
determinado.
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LUPUS ERITEMATOSO SITEMICO: Trastono inflamatorio  del tejido conjuntivo de etiologia
desconocida que predomina en mujeres jovencs aunque también puede presentarse en nifios

METODO DE LOWRY: es una modificacion del método de Folin-Ciocalteau para cuantificacién de
proteinas , basado en la presencia de triptofano y tirosina en las proteinas.

PEPTIDO: son moléculas resultantes de la unidn de dos o mas aminoacidos

PoLIMIOSITIS: Trastorno sistémico del tejido conjuntivo caracterizado por alteraciones inflamatorias y
degencrativas de los misculos

PRECIPITACION POR SALADO: al agregar grandes cantidades de solutos idnicos como NaCl,

(NH, )2S04, ctc se produce la precipitacion de la proteina.

PREVALENCIA : mide el total de casos de la enfermedad que existen en la poblacién durante un periodo
especifico.

PROTEINA: son polimeros de a aminodcidos unidos entre si mediante uniones amidicas que reciben el
nombre de enlaces peptidicos.

SEPHADEX: es una mezcla de polimeros los cuales dependiendo del nimero de sephadex es
separacion de la proteina.

XEROFTALMIA: scquedad en los ojos.

XEROSTOMIA: sequedad en la boca.
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