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Prevatencia de anticuerpos contra et ant ieeno 55-A CRo~ en enfermedades 

Reumáticas eeneratizadas. 

XNTRODUCCXON 

Dent.ro de las pruebas de inmunologia que se ut.ilizan en la act.ualidad 

para el est.udio de los pacientes con enfermedades reumát.icas.una de las 

que más se han desarrollado en afias recientes en la prueba invest.ioar la 

presencia de ant.icuerpos ant.inucleares CAAn) en el suero de est.e grupo 

de pacient.es. Est.os ant.icuerpos represent.an una de las caract.erist.icas 

serológi cas más sobresalient.es de las enfermedades reumát.icas 

generalizadas. 

Es t. e grupo de enfermedades no es homogeneo en cuan t. o a sus 

manifestaciones clinicas ,y en su inicio se present.an por lo general con 

sint.omas inespacificos,como con afectación a diversos órganos de 

int.ensidad variable.El lupus erit.emat.oso generalizado CLEG) es el 

prot.ot.ipo de est.as enfermedades aut.oinmunes,en las que la mayoria de los 

órganos son suscept.ibles de verse afect.ados. 

otras enfermedades relacionadas 

padecimient.os son; 

Lupus Erit.ematoso Discoide CLED). 

Art.rit.is Reumat.oide CAR). 

dent.ro 

Enfermedad Mixt.a del Tejido Conjunt.ivo CEMTC). 

Sindrome de Sjogren CSS). 

Escleroderma. 

Polimiosit.is y Dermatomiosit.is CPM - DM). 

Sindrome de Sobreposición. 

de es t. e grupo de 

El ant.igeno SS - A CRo) es una ribonucleoproteina intracelular contra 

la cual se forman ant.icuerpos que se han encont.rado en pacient.es con SS 
p 

y LEG.Además se ha observado la separación de las prot.einas de SS-A CLa) 

de 48 Kd y SS-A CRo) de 52 Kd en geles acrilamida y bisacrilamida. 

El modelo del ant.igeno SS-A CRo) posee dos dominios uno de 37 Kd con una 

t.erminacion de COOH y ot.ro de 23 Kd que contiene un dominio t.erminal con 

una secuencia de 11 24 residuos de aminoácidos. 

Los anticuerpos ant.i-SS-A CRo) son frecuent.es en respuestas aut.oinmunes 

en pacient.es con : 

Lupus Erit.emat.oso Generalizado CLEG 

Sindrome de Sjogren (SS) 
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Los anticuerpos anti-SS-A CRoJ se identifican de la siguiente manera:por 

Inmunodifiusión Doble en gel agarosa,porElectroforesis en 

Acrilamida,y luego la Transferencia en Nitrocelulosa,y Técnica de ELISA. 

Los anticuerpos anti-SS-A CRoJ fueron originalmente descritas en sueros 

de pacientes con Sindrome de Sjogren. Posteriormente en pacientes con 

Lupus Eritematoso Sistematice donde fueron encontrados autoanticuerpos 

con la prevalencia de 24 62 % esto en pacientes Méxicanos <68l. 

La particula SS -A CRo) posee diferentes pesos moleculares de 60 

Kd, 54 Kd y 52 Kd <72). 
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ANTECEDENTES 

Un da~o común en est.as enfermedades es una respuest-a inmune 

caract.erist.ica,que se manifiest-a con producción de aut.o-ant.icuerpos en 

forma espont.ánea,que reaccionan con diversos prot.einas intra-celulares y 

con ácidos nucleicos.Una observación que ha sido de gran import-ancia en 

la medicina clinica es la demost.ración de que cada una de est.as enferme-

dades tiene un perfil individual de aut.oanticuerpos,de tal manera que 

resulta de utilidad en el diagnóstico diferencial.Por otra parte,en el 

área de la biologia molecular y celular,es~os auto-anticuerpos han sido 

de gran utilidad para conocer la estruct-ura molecular de estos proteinas 

intra-celulares,y el papel que desempeRan en funciones biológicas de im-

portancia para la célula misma.Las interacciones en esta área del cono-

cimiento,entre la medicina clinica y las ciencias básicas,ha constituido 

un campo de investigación muy ac~ivo en la últ.ima década. 

Los primeros datos que sugirieron que una reacción ant.igeno-anticuerpo 

era una de las caracteristicas más notables de las enfermedades reumá 

ti cas generalizadas fuer.on sin duda el descubrimiento de la célula LE 

por Hargraves y colaboradores en 1948, <~> y posteriormente 

descripción más detallada de este fenómeno por Holman y Kunkel en 1952 

<2>. Poco antes, en 1950, Coons y colaboradores habrian desarrollado la 

técnica de i nmunof 1 uor escenci a indirecta, <s> que fue 1 u ego adaptada par a 

demost-rar la presencia de anticuerpos circulantes que reaccionaban con 

diversos sustratos nucleares <4>. Asi mismo. se encontró también que el 

suero de pacientes con lupus reaccionaba con nucleohistona que era 

extraida de limo de ternera <::¡> • 

. Inicialmente,la aplicación práctica de la prueba de inmunofluorescencia 

indirecta para la det-ección de AAn,se utiliza como una ayuda de labora-

torio para establecer diagnóstico de lupus <C:S,7> encontrandose una alta 
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frecuencia de posi~ividad de esta prueba en el suero de pacien~es con 

lupus.por lo que inicialmente se concluyó que un resul~ado nega~ivo para 

AAn prác~icamente descar~aba la posibilidad del diasgnótico de LEG. <B>. 

Desde el final de la decada de 1960 y hasta la fecha,se ha hecho evtden-

le que los AAn se presentan en el suero de pacientes con diversas enfer

medades r eumá t. i e as generalizadas en una pro porción muy el evada; es le 

grupo de padecimientos ya se ha mencionado anteriormente <P-10>. 

El patrón de inmunofluorescencia,que es un dato muy útil,ya que la 

especificidad del auto-anticuerpo puede inferirse de acuerdo al patrón,y 

en otros casos identificarse directamente,como ocurre con los 

anticuerpos anti-centrómero. 

Algunos de los ejemplos más comunes de los patrones de inmunofluorscencia 

que son causados por los diferent.es auto-anticuerpos de los pacientes 

son :la presencia de los patrones homogéneo y/ o anular sugiere que el 

suero del paciente tiene auto-anticuerpos dirigidos contra el 

ácido desoxirribonucléico de doble cadena CADNn) o ADN nat.ivo,o bien 

contra desoxirribonucleoproteina,o contra las proteínas hist.onas 

<11,12>. El patrón nucleolar se observa cuando los anticuerpos est.an 

dirigidos cont.ra proteínas del nucleolo,o bien contra el ARN nucleolar 

<13-17>. 

El pat.rón de AAn moteado fino o granular suguiere la presencia de 

ant.icuerpos cont.ra una gran variedad de proteínas nucleares denominadas 

" no histonas ,o bien,contra la matriz nuclear que es un componente 

relativamente insoluble <12,19-20>. En algunos casos puede iden~ificarse 

directamente la especifidad del anticuerpo an~i -centrómero al utilizar 

células HEp 2 como sus~rat.o,en las cuales se va observar Cen las 

células de reposo) un patrón de fluorescencia cons~ituido por gránulos 
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finamente dispersos en todo el núcleo; y en las células en mitosis,la 

fluorescencia se limita a la región donde están condensados los 

cromosomas <2ü. 

Otros patrones de fluorescencia que pueden sugerir la especifidad del 

anticuerpo, son los dirigidos contra la matriz nuclear ,<11>,20> asi también 

.los anticuerpos contra ribonucleoproteina ribosomal CRNPr),en los cuales 

vamos a observar fluorescencia casi siempre simultánea de los nucleolos y 

del citoplasma celular,sitios donde se encuentra este complejo 

molecular <25>. 

Actualmente,no hay manera de diferenciar los diferentes 

antígenos hucleolares en base al patrón de fluorescencia nucleolar 

<15,2?> los cuales varian dependiendo del sustrato utilizado y del 

método de fijación.En relación con los anticuerpos contra las proteinas 

nucleares no histonas,algunos au"lores pueden identificar los anticuerpos 

anti-Sm,antiribonucleoproteina nuclear CRNPn),anti-SS-B,y anti-Scl-70, 

con base únicamente en el patrón de fluorescencia; sin embargo,est.o no es 

seguro,particularmente si el suero contiene varios auto-anticuerpos,ya 

que a diluciones bajas del suero, un anticuerpo puede consecuentemente 

darnos otro patrón de fluorescencia <12>. 

Por esta razón,es importante utilizar otros mélodos,como la 

inmunodifusión doble,para identificar con mayor seguridad la especifidad 

del anticuerpo <2&-2.:>>. 

En algunos estudios se ha correlacionado el ti tul o de anticuerpos 

anti -Sm. anli -RNP n y anti -hi slonas con 1 a 

enfermedad,c¡¡o,31> mientras otros investigadores no 

actividad de 

han encontrado 

la 

esta 

asociación c2<S,32>. Estas observaciones diferentes pueden ser debidas a 

que no hay uniformidad al definir la actividad de la enfermedad,o alas 

métodos usados para la titulación de la anticuerpos. 
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El titulo del anticuerpo obtenido por otros métodos.Un ejemplo 

de esto son los del anticuerpo anti -SS-8 / La y anti -SS-A / Ro. En el 

caso del anticuerpo ant.i-SS-8 /La puede tenerse un titulo 1:64 por 

inmunofluorescencia,sugiriendo niveles bajos del anticuerpo;sin embargo. 

cuando el mismo suero se estudia por inmunodifusión doble,pueden 

encontrarse t.itulos mayores de 1: 64. Est.as observaciones puede 

deberse a varios fact.ores:primero,algunos ant.igenos son ext.remadamente 

solubles,y pueden salirse del sustrato durant.e los procedimientos de 

lavado al realizar la t.écnica de inmunofluorescencia indirect.a 

<33>,segundo,algunos ant.igenos no conservan su óptima antigenicidad al 

contact.o con algunos fijadores que se ut.ilizan en el mét.odo de 

inmunofluorescencia; y tercero algunos antígenos no se encuentran en la 

misma concentración en los diferentes sustratos.Un ejemplo de esto lo 

constituye el anti~eno-SS-A ~Ro),que no se expresa en la 

concent.ración en t.odos los t.ejidos. 

misma 

Algunos estudios recientes han mostrado que el antígeno SS- A~Ro) puede 

encontrarse con relativa abundancia en cerebro fetal y en miocardio<34> 

mientras que las fuentes tradicionales para obtener el antigeno han sido 

una linea célular linfoblast..oide dedominada wil-2.y bazo de diversas 

especies, incluyendo bazo humano <~.:3:3,:35-:37>. 

De hecho cuando se utilizan tejidos de mamíferos como sustrato 

Chigado o ri!'íon de ratón) los AAn pueden ser negativos si el suero 

sol amente con ti ene anticuerpos anti -SS-A ~Ro.) <:37>. 

Este ejemplo del anticuerpo anti-SS-A ~Ro) trae a discusión las preguntas 

acerca del significado de los pacientes con LEG con AAn negat.ivos.Est.o 

ha sido sujeto de controversias,ya que en algunos centros se han informado 

que hasta un 25% de pacientes con LEG desde el punto de vista serológico 

son AAn negat.i vos <:3&-39>. 
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Quizá uno de los aspectos más importantes acerca de este problema está 

en 1 a sel ecci 6n del sustrato antigénico.Como ya se ha mencionado 

anteriormente hay una gran variedad de sustratos que pueden utilizarse 

para la prueba de AAn,y la sensibilidad de cada sustrato dependerá del 

tejido utilizado, del método de :fi jaci 6n empleado,del tipo de 

conj-u.tSado. asi como también del mi cr oscopi o uti 1 izado, y el error que 

puede haber entre él o los observadores para interpretación de la 

prueba.Aun si todos estos :factores se logran estandarizar,es posible que 

algunos sueros de pacientes con LEG continuen siendo negativos. Una de 

las razones para esta negatividad es que algunos sueros pueden tener 

anticuerpos dirigidos contra antigenos citoplasm.áticos como losson 

dir igi_dos contra mi tocondr i as ,1 isosomas, ri bosomas. :filamentos intermedios. 

aparato mitótico y el aparato de Golgi por nombrar.solamente algunos de 

los que se han descrito. Los antigenos de la super:ficie de 

lin:focitos.algunas proteinas de la coagulación,o de matriz extracelular 

C fibrina , colátSeno , proteoglicanos ,elastina) pueden ser tambien el 

blanco de la respuesta autoinmune en las en:fermedades reumáticas tSenera

l izadas '•o-5cs>. 

De esta manera, aunque un paciente con LEG o Escleroderma tenf!a AAn 

negativo,hay que investigar la presencia de otros auto-ant.,icuerpos que 

estén dirigidos contra otros antigenos celulares o extracelulares. 

Las enfermedades reumáticas generalizadas en ocasiones pueden 

presentarse con manifestaciones de intensidad 'leve, y en otras,con 

sintomas inespecificos que pueden simular si ntomas de enfermedades 

inflamatorias no reumáticas,o bien de procesos neoplásicos o toxicos.Por 

esta razon,la Asocciaci6n Americana de Reumatologia ha desarrollado una 

serie de criterios que ayuden a establecer una clasi:ficación correcta de 
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las en~ermedades reumáticas.y la única en~ermedad que incluye a los AAn 

y a la especifidad de los mismos como criterios es el LEG <:S?l. 

De los criterios para pacientes con LEG. 2 dependen directamente de la 

prueba de AAn.y de la definición de la especifidad de los mismos. Una 

prueba positiva de AAn en un titulo anormal.y en ausencia de 

medicamentos que se han asociado con un sindrome parecido el LEG.como 

son la pocraimamtda.hidralazida,y difenilhidantoina un criterio. 

En otro criterio puede ser la presencia de células LE positivas,o 

bien.positividad en la prueba de anticuerpos anti-ADNn,o la presencia de 

anticuerpos anti -Sm. o un resultado ~al so positivo para la prueba de 

sífilis CVRDU. 

Es evidente que hay una gran diversidad de proteinas y de complejos 

ARN-Proteinas que son el blanco de estos auto-anticuerpos en esta 

enfermedad.Una de la características serólogicas del paciente con lupus 

es la presencia simúltanea de varios anticuerpos,y en estudios previos se 

ha demostrado que en un paciente con lupus puede haber en promedio tres 

diferentes anticuerpos anti-ADNn.anticuerpos,anti-hist.onas y además 

anticuerpos contra proteinas no histonas tales como el antigeno Sm,o el 

antigeno Ul-RNPn y otros antígenos que se describen en la Tabla 1. 

Debido en gran parte a la disponibilidad de estos anticuerpos,ha sido 

caracterizado se inicio con los trabajos de Lerner y Steitz.y los cuales 

utilizaron ortofosfato marcado con fosforo-32,o metionina marcado con 

selenio-35,con los cuales marcaron a su vez células que usaron para 

experimentos de inmunoprecipitación.Con estos experimentos pudieron 

separar en electroforesis en gel de poliacrilamida,los diferentes ácidos 
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núcleo CSn RNA ) 
S 

ribonucleicos peque~os del , e identificar cuales eran 

inmunoprecipitados por los anticuerpos de los pacientes con LEG,asi como 

por los anticuerpos de pacientes con otras enfermedades reumáticas 

<57). 

De esta manera se demostro que los sueros con anticuerpos dirigidos 

contra RNPn precipitaban solamente la molecula Ul-RNA.Por otra parte.los 

sueros con anticuerpos anti-Sm.precipitaban 5 especies de Sn RNAs:U1,U2, 

U4,U5 y U6 .En ambos casos ,los epi topos que reconocen estos 

auto-anticuerpos se encuentran en moléculas de proteinas, y no en las 

moleculas de ARN,las cuales resultan precipitadas por virtud de estar 

asociadas con las proteinas que son antigénicas en la forma de 

particulas de snRNP Cribonucleoproteinas nucleares peque!'ias). Mediante 

estudios de inmuno-transferencia,se ha demostrado también que los 

anticuerpos anti -Sm reaccionan primeramente con las proteinas B y 

D,mientras que los anticuerpos anti-Ul-RNP reaccionan fundamentalmente 
n 

con las proteinas A y C,.según se describe en la Tabla 1. 

Debido en gran parte a la disponibilidad de estos autoanticuerpos,ha sido 

posible elucidar muchos de los eventos relacionados con la unión del 

precursor de ARN mensajero.Los estudios llevados acabo en diversos 

laboratorios han demostrado que los mecanismos de unión son de un 

proceso complejo en el cual están involucrados varias particulas de Sm 

RNP,asi como otras que no se han caraterizado claramente <57-5s>. 

Estos anticuerpos que se presentan en el LEG y en otras enfermedades 

autoinmunes reunen los requisi los de lo que el Dr Robert Good ha 

denominado Experimentos de la Naturaleza, y a su vez han servido como 

herramientas para avanzar en nuestros conocimient.os de los mecanismos 

b~sicos de la biologia célular. 
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De especial interés es la proteina denominada antigeno nuclear de 

células en proliferación,contra la cual aproximadamente un 3Y. de los 

pacientes con LEG forma auto-anticuerpos que son detectables por 

inmunodifusión doble.Estos anticuerpos han servido para demostrar que el 

antígeno nuclear de células en proliferación es idéntico a la proteina 

auxiliar de la ADN polimerasa delta.que está involucrada en la función 

de replicación del ADN. El anticuerpo ha sido utilizado también para 

clonar todo el gen que codifica a esta proteina. 

En otras enfermedades,como el LEG,enfermedad mixta del tejido 

conjuntivo,Sindrome de Sjogren y escleroderma.no se han detectado 

anticuerpos con estas especificidades.Además de esta característica 

serológica debe hacerse notar que los anticuerpos anti-ADNn,anti-Sm. 

anti-Ul-RNPn no se detectan en el suero de pacientes con dermatomiositis 

y polimiositis. 

La distribución restringida de ciertos auto-anticuerpos y su relación 

especifica con una enfermedad,es un hecho que se ha evidenciado con los 

estudios realizados en afias recientes.Asi por ejemplo de los anticuerpos 

que se muestran en la Tabla 1,los anticuerpos 

anticuerpos anti-Sm son marcadores específicos de pacientes con LEG,y 

rara vez se detectan en otras enfermedades autoinmunes; cuando éstos se 

han detectado, generalmente el paciente tiene manifestaciones cli nicas 

de lupus en asociación con otra enfermedad autoinmune.tales como 

escleroderma o artritis reumátoide. 

~o mismo se ha observado en pacientes con miosi tis que tienen 

anticuerpos anti -U1-RNP n • o anti -SS-A / Ro.l os cual es general mente se 
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han de~ec~ado en pacien~es que ~ienen da~os clínicos asociados de 

enf'ermedad mixt.a del t.ejido conjunt.ivo,o LEG,O SS.respect.ivament.e.Asi 

tambien los anticuerpos anti-PM / Scl y anti-Ku se present.an en 

pacient.es que t.ienen miosis y sint.omas asociados de escleroderma.De los 

ant.icuerpos que pudieran denominarse especif'icos de pacient.es con 

mi así t.i s, es t. á el ant.icuerpo ant.i -Mi -2 que se asocia con 

derma~omiositis. Por otra los pacientes que presentan anticuerpos 

ant.i-Jo-1 son grupos de pacient.es genet.icament.e rest.ringuidos con una 

incidencia muy elevada de polimiositis,enf'ermedad pulmonar 

int.erst.icia,l .art.rit.is y f'énomeno de Raynaud <cSO>;además,generalment.e son 

adult.os jovenes con un comienzo súbit.o de la enf'ermedad,y en los cuales 

en f'orma caract.erist.ica se ha visto que se present.a en primera mit4d del 

af'ío <<St>. 

Es t. a present.ación est.acional const.rast.a con la dermat.omiosi t.is 

juvenil,que comienza entre junio y enero. 

Algunas cont.roversias que han surgido con est.a última hipot.esis de que 

la respues~a inmune es est.e grupo de enf'ermedades es iniciadidad por un 

estimulo ant.igénico especif'ico,se han originado por las observaciones de 

que enf'ermedades como lupus,los an~igenos son muy diversos y se 

localizan en comport.amientos diferent.es en una misma célula,incluyendo 

el nucleo CADNn,hist.onas,U1-RNPn),nucleolo CKu,RNP ribosomal,SS-B),y 

citoplasma CSS-A / Ro, RNP ribosomal) <62,64>. 
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Tabla 1 - AuLo-anligenos celulares en Lupus EriLemaLoso Generalizado. 

DES! GNACI ON 

ADN nativo 

ADN Desna-

turalizado 

H.istonas 

S m 

RNP NUCLEAR 

SS-A / Ro 

SS-8 / La 

K u 

RNP r i bosomal 

PCNA / CICLINA 

CARACTERI STI CAS 

ADN doble cadena 

ADN de una cadena 

H1.H2A,H2B.H4 

Prote1 nas 28KD C 8) , 

29KD C B') , 16KD C D) , 

13 KD CE) 

Proteinas 33 Kd (A) 

22 KD C C) , 68 / 70 KD 

Proteinas 60 KD 

Proteinas 52 KD 

Fosfoproteinas 46 / 48 KD 

Proteina 66KD Y 86 KD 

Fosfoproteina 38KD,16KD. 

y 15 kd. 

Proteina 36 KD 

ARN ASOCIADO 

Ninguno 

Ninguno 

Ninguno 

U1,U2,U4, 

U5,U6. 

U1 

Y1 - Y5 Humano 

Pol III lranscri

tos,pre ARNL,5S; 

ARN,VA-ARN,EBER

ARN. 

Ninguno 

Ninguno 

Ninguno 
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di versific.aci ón en la sintomat.ologia de aquellos pacientes eón 

enfermedades reumáticas generalizadas.La particula anti -SS- A CRo~ es 

importante detectarla en los sueros de pacientes estudiados en el 

proyecto que se propone estrayendo la particula de di.ferentes ext.ractos 

para poder facilitar el trabajo a los métodos de identificación de esta 

misma,ya que es frecuente la asociación vasculitis.LEG,SS ,AR,Bloqueo 
p 

cardiaco congénito,MTCD. 

En nuestro estado y en la Republica Méxicana hay pocos reportes sobre 

este anticuerpo anti SS A CRo) en las en.fermedades ya mencionadas por 

lo tanto la presencia de este anticuerpo se presenta según algunos 

estudios realizados en mestizos que en caucásicos. E~ modelo fué 

reportada por Me Cauliffe et al., en Talal,ed.Sindrome de Sogren's,Un 

modelo para entendimiento Autoinm~~idad,ver la 

ya 

Figura No. I. Tambien tenemos estructura del antigeno SS- 8 CLa) Figura 

No.2 
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~-~- ---- ~--------

""-COOH 

-phe-leu
~.·.asiaiY;_f.~~~~~~~·~r~a ...,_Trn-tle:-gl u-~r:-lys 

FIOURA No. El modelo del poli pept..i do SS A /Ro:Posee dos 

dominios al dominio de 23 - Kd contiene en oposi6n un amino terminal con 

una secuencia de 11 - 24 residuos de am.i.noácidos y el dominio 37 Kd 

posee un grupo COOH t..erminal.CPor McCauli~~e et.. al. ,en Talal,ed.Sindrome de 

Sindrome de Sjogren's,Un modelo para entendimiento Aut..oinmunidad. 

Academic Press.1989,pp 67- 73 ;con permiso). 
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-----------------------------------------------------------

y 
23/24 kD 

t 

X 
28/29 kD 

FIOURA No. 2 Modelo estructural de SS - 8 / La: Este diagrama SS - 8 / La 

posee 2 - Dominios de ribonucleoproteina con un largo dominio X de 28/29 

Kd que esta unida a un RNA pequeño con 3- oliuridilato por 3 .La metio-

nina CM:> son residuos restringuidos unidos en el dominio X contra 

el dominio Y de 23 24 KD el cual posee residuos de ácidos fosforilados 

CP).CPor Chan et al. ,en Talal,ed.Sindrome de Sjogren,Un modelo para 

entendimiento de autoinmunidad.Academic Press,1989,pp 13 

permiso). 

19 ; con 
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P L A N T E A N 1 E N T O O E L P R·O B L E N A 

lnvest i.ear Los ant !.cuerpos ant i.-SSA CRO) descri. to en Las enfermedades 

reumáti.cas uti.Li.zando como sustrato anti.eeni.co eL extracto soLubLe,de 

bazo bovino y cerdo por eL metodo de lnmunodi.fusión DobLe.La técnica de 

ELISA tambi.en se reaLi.zara por su mayor sensi.bLidad. 

La i.mportanci.a de este trabajo es observar La prevaLenci.a de estos 

anti.cuerpos dentro de este erupo de enfermedades ya mencionadas. 

16 



----------------------------------------------------- ------------

H Z P O T E S Z S 

51 el anticuerpo ant i -SS-A CRo) se presenta en el suero de 

pacientes con enfermedades reumáticas eeneratizadas que se manifiestan 

por lo eeneral con sintomas in.especificos y con afectación a diversos 

óreqnos de intensidad variable, es importante investiear la detección 

de estos anticuerpos en este erupo de padecimientos. 

17 



OBJETIVOS 

t.- Observar La frecuencia deL anticuerpo ant i.-55-A <:Ro) en pacientes con 

enfermedades Reumáticas GeneraLizadas. 

2.- ApLicar diferentes técnicas inmunoLo8icas Clnmunodi.fusi.on DobLe 

Y ELISA) en su detección. 

3.- ImpLementar La. técnica de ELectrojoresi.s en eeLc de poLiacriLa.mi.da e 

inmunotram~erencia subsecuente. 

4.- ApLi.car eL método estadi.stico para eL sienificado de La prueba. 

18 



MATERIAL y M E T O D O 

Se obtend.ra el extracto de bazo bovino y de cerdo fresco de La 

autopsia de los correspondientes animales del rastro de Zapopan Jal. 

Tomando en cuenta que el animal este sano ;el bazo será procesado de 

acuerdo con el sieuiente método establecido donde se obtendrá parcial-

men~e el antieeno SS - A (RO). 

PREPARACION DEL ANTIGENO: 

La purificación antieeno SS - A (RO) obtenido por la autopsia de bazos de 

cerdo y bovino preparado con. el método de Clark,conmodificacion.es.EL 

proceso de" la prepararción esta _formada por un buffer a 4°C suspendido 

con 0.02% NaN3 ,1.5 mJ1 di.tiotreitol,y 1 mJ1 fenilmetilsulfon.il Fluo

ruro.El bazo se homoeenizo en 4 volumenes de 50 mJ1 NaCl Buffer A,se 

centri.fueo por 45 minutos a t 5 000 e. EL sobrenadan te se mezcLa por 

1 hora con dietilaminoetil celulosa (DE 52 ) 500 m_e. por cada em. de 

bazo equi.Ubrando en. Buffer A. 

La proteina se lavo con..50 mH tris CL (pH 7.4).300 mJ1 CaCL,dializan.dolo 

a 50 mJ1 acetato de Amon.io,pH 7.0 y se refrieera.Despues se dializara el 

extrato de bazo apropiada para pruebas de an.t ieen.os en i nm:un.odif'USión. 

Doble. 

INHUNODIFUSION DOBLE EN GEL AGAROSA: 

El anticuerpo anti SS-A (Ro) se detecta con. inm.unodifusión doble en un 

de eel aearosa al 0.4 %donde 40 m_e. de aearosa se afora a tOO m.l de 

Buffer de P04 y EDTA con ázida de sodio.Se vaciara a un vaso de preci -

tado Pyrex poner el aeitador m.aen_ético hasta ebullición. 

Se tomara 6 ml en pi.peta de vidrio y vaciar en cada uno de los platillos 

de petri,donde se realizara la inmunoespecificidad este método se 

utilizara para determinación de anticuerpos precipitantes.Esta caja de 
19 



petri. con asarosa tendra 7 ori.fi.ci.os y se pond.ra. . tOO m.L de suero a. 

probar contra un extracto de bazo de bovino y cerdo ya obtenido 

anteriormente. 

Los sueros que se utiLizaran para reaLizar estas pruebas son Los 

s~c"uientes: 20sueros de Sind.rom.e de Sjosren,40 sueros de Lupus 

E:::-i tema.toso. Los sueros seran obtenidos de pacientes deL Departamento 

de tnmunoLosia y Rel..IJTtCJ.toLosia deL HospitaL General de Occi.dente de 

S. 'S. GuadaL ajara, JaL. 

Técnica de E:LISA representada porLa fisura No.III. 

Posteriormente se utiLizo La técnica de E:LISA que es más sensibLe ede 

DIAHEDIX.CORP. ,MIAl1l FL EUA:J.pa.ra obtención de eL antiseno SS- A eRo:J 

metodo es eL si.gi.ente: 

1.- Tomar 5 microlitros de muestra para 500 microlitros e o 2 microli

tros para 200 microLitros:J de muestra diluida.Hezclar bien. 

2.- Colocar tOO microlitros de muestra diluida. en pozo del antiefeno. 

Conservar un pozo para reactivo blanco etOO microli.tros de muestra 

diLuida:J. 

3.- Incubar a temperatura ambiente por 30 ± 5 minutos. 

4.- Destilar . Lavar los pozos tres veces con solución de lavado y 

estil.ar. 

5.- Col.ocar dos sotas e o tOO microl i tros:J de conjusado. 

6.- Incubar a temperatura ambiente 30 ± 5 minutos. 

7.- Destilar.Lavar los pozos tres veces con solución lavadora y estilar. 

8.- Colocar dos efOtas e O tOO microlitros:J de sustrato en pozos. 

9.- Incubar a temperatura. ambiente por !5 ± 2 minutos. 

10.- Colocar dos sotas e o tOO microLitros :J de soLución stop en pozos. 
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11.- Leer ~a absorbancia a 405 nanometros contra el reactivo b~anco. 

Hicroensayo anti - SSA: 

96 - Pr~eba fabricada 

f9Z - Pr~eba fabricada 

Este metodo se ~tiliza para detección y c~ant ificaci.ón de 

ant ic~erpos contra el antié'eno SS -A CRo.J en s~ero como auxiliar en el 

diaenostico ,pronostico y monitori.ar de ciertas enfermedades Reumáticas 

autoinm~nes.La mi.croensayo DIAHEDIX Anti-SS-A es ~n metódo micro 

ELISA el c~al es ~sado par c~anti.ficación de antic~erpos SS - A. 

Los res~lt~dos son reportados en unidades de ELISA CEU.J por ml,nor~~

l izados por comparación con ~n calibrador. Los valores cuant i tati.vos 

son obtenidos con una unica m~estra diluida. 

Proceso de Elec~ro~oresis en gel poliacrilamida. 

Los dos pla~os de vidrio barras espaciadoras de plastico.Se cubren con 

vaselina.Checar que no haya f5>0teras. 

Gel de Separación. 

1.- Prod~ci.r ZO m·l.de f5>el de separación,y emitir 17.5 ml. con pipeta. 

2.- s~avemente sobre la capa ,rebajar con buffer usando ~na pipeta 

e 1 ml. rebajar el f5>el + 3 ml D. W . .J. 

3.- Secar. 

Gel de Apilamiento. 

t.- Producir tOml.del f5>el de apilamiento. Lavar c~briendo el eel de 

separación con pipeta. 

Z.- Cambiar Z top y colocar poco a poco el peine. En el f5'el de 

apilamiento cuidadosamente para evitar c~alq~ier burb~ja de aire bajo 

los dientes del peine.Llenar hasta el tope.Toma aproximadamente 

hora para pol imerizar. 
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Remover el peine cuidadosamente. 

Remover eL boton de Las erapas. 

Limpiar el exceso de vaselina del fondo del plato de vidrio. 

Colocar La plancha en el aparato y ase81.J.rarlo. 

Poner La pLancha con eeL a 15 HAHP por 1 hora,antes de apLicar La 

rn.uestra. EL eLectrodo neero arriba y eL rojo abajo. 

La solusión Slock: 

t.- Tris- HCL- SDS pH 8.8- GeL de Separación 4X C GeL de resoL~ción ) 

TI'Ls 18. 17 8 (f. 5 !1) 

HCL DE pH 8.8 

SDS 4 mL 10 % co. 4 :::-'.) 

Ajt.J.Star aL finaL a un voL'Umen tOo ml. 

2. - Tris - HCL - SDS pH 6.8 GeL de ApiLamiento 4X CStach.i.n6 6eL) 

Tris 6.06 6 CO. 5 H:J 

HCL de pH 6.8 

SDS 4 mL 10 % CO. 4 :::-'.) 

Ajt.J.S tar aL finaL a un voL 'Umen de 1 oo mL. 

3.- AcriLam!.da y Bis Reactivo C 

Acri.tamida reacristaLizada 30 er. (30:::-'.) 

Bis 

DisoLver acri.Lamida en- 50 ml dH
2

o y de BIS. 

Ajt.J.Star a un vomen de tOO mL.Fi.Ltrar. 

4.- Buffer ELectrodo. 

Tris 3.03 er (0.025 t.J.Sa base Tri.zma.) 

GL i.ci.na t 4. 41 er ( 0.192 !1::> y 900 mL de a.eua. 

Ajustar pH de 8.3 + O. t con Na OH -
y 10 m.L de SDS tO% C o. t % condi.ci.on finaD y 

-------~ -- -- . 

de aeua 1 L i. tro. 
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Gel de separación (30 mt J 12.5% 

4x Buffer de separación 7.5 ml. 

Reactivo C 

Ae-ua 

tO.Oml. 

!2.5 mL 

Gel de apilamiento 

2.5 ml 

t ml 

6.5 ml 

TE:l1ED 7.5 Lamdas o 75 microlitros. 10 lamdas 

Pers-ulfato de Amonio 10% CfrescoJ 

140 Lamdas 

. o3o microl i tros. 

Desp-ues del corrimiento se prosede a -una tinción con az-ul de 

Coomassie,por 10 a 15 min-utos,y posteriormente se pasa a una solución 

destifiidora formada por: 

10% Alcohol Isopropit 

tO % Acido acetico 

Ae-ua bidestilada 

20 ml 

20 ml 

160 ml 

POR TODA LA NOCHE. 
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2. 

4 

S 

Flsu.ro No.lH.l.cdécniC'd t"Je ELISA. 

s .. ut:rcÑo 
¡..;..~-+-=-~~·tt""'- C..Onjuqcsdo 
1"'-......_........,......,__._~r- M u e $tro 
-----..J....-A9. ss-~R.ol 

7 

6 

LEE'fl EN A S So flSANdA 

4 1.50flm. 
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RESULTADOS 

Los antict.J.erpos de anti-55 - A /Ro que se reportan en pacientes con 

Las enfermedades Reu.mat icas General izadas. El antieeno 55 - A / Ro no fué 

detectado por la técnica de inmunodifusión Doble en los sueros de 

pacientes ya propuestos por la poca sensibilidad que hay en esta téc

nica.El extracto de bazo cerdo y de bovino no hubo precipitación de 

lineas.El extracto posee antieeno 55 -ACRoJ puede ser destrt.J.ido con 

faci U. dad por algunas enzimas como tambien por el proceso del método. 

Fotografía No.l INI1UNODIFU5ION DOBLE 

t.- Caso ;t/ 1 

2.- Caso ;t/ 2 

3.- Caso ;t/ 3 

4.- Caso ;t/ 4 

5.- Caso ;t/ 5 

6.- Caso ;t/ 6 

7.- Extrae to de Bazo Bovino. 

'l:t 
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Los sueros pacientes estudiados en total f'ueron 60 :40 Lupus 

S•itematoso Generalizado, 20 Sindrome de Sjogren primario. 

En la técnica de ELISA C Análisis Enzimático acoplado a 

i~munoabsorbente),se obtuvieron los siguientes resultados.La frecuencia 

del antigeno SS A (Ro) en enfermedades Reumáticas; Generalizadas en 

~nidadas de ELISA por ml.CEU / ml ).Es representada por la Grafica No I 

GRAFIC~ No. I FRECUENCIA DEL ANTICUERPO SS A <RolEN ENFERMEDADES 

REUMATICAS GENERALIZADAS EN UNIDADES DE ELISA POR ml . <EU / mll. 

40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

o 

LEO SS-p 
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TABLA No.2.FRECUENCIA DE ANTICUERPOS SS A / Ro. EN UNIDADES DE 

ELISA. EN PACIENTES CON ENFERMEDADES REUWATICAS GENERALIZADAS. 

LEO SS - p CONTROLES 

~ . ...,.,. 
TOTAL n= 40 20 10 

POSITIVOS 18 8 o 

NEGATIVOS 22 12 10 

Los resultados se calcularon. con. La si.¡gui.en.te fórmula: 

EU / m.L del cal. i.brador 

x Absorban.ci.a delproblem.a 

Absorbencia del. cal. ibrador-

Los resuLtados de Los sueros de l.os pacientes: 

> 25 UE / ml son. positivos 

!5 - 25 UE / ml son. eqv.ivocos 

< t5 UE / ml son. n.eeatiuos. 

No. 

BLanco 

Cal.i.brador 

Control. + 

Control. 

EU / m.l. 

o 
-120.0 

- 79.9 

-t0.5 

Los resul.tados son representados por erafi.ca No.2 

EU/ml del 

problema 

En el. corrimiento del. ¡gel. de pol.iacril.amida se observan. bien. l.as bandas 

por l.o tanto l.a in.pl.emen.tación. de l.a técnica de El.ectroferesis resulto. 

Se realizo esta inpl.ementación. con. el. motivo de poder detectar l.os pesos 

mol.ecul.ares de el. an.ti¡geno SS 

extracto de bazo cerdo y bovino. 

A (Ro) y probar l.a ejec t ivi.dad del. 

En l.as jotoerajias No.2 Se observa el. eet pol.iacril.am.ida al. 12.5% y l.as 

¡otoerajias No.3,5 se representan pacientes uno con SS y LES. 
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:J. 
1 2 

En la Folograf\a No. 2. SE OBSERVA EL OEL POLlACRILANIDA AL i2. 5 " DONDE 

LAS 
NOLECULARES.LA LINEA 4 

BANDAS 4,5,6 NUESTRAN LOS DIFERENTES PESOS 

REPRESENTA AL EXTRACTO DE BAZO CERDO Y LAS LINEAS 5 ,6 REPRESENTAN EL 

EXTRACTO DE 
DE 

BAZO BOVINO ESTAS LINEAS PRESENTAN LINEAS 

KD,48 I<D,45 I<D.ZP KD,24 KD QUE SON INDICADAS POR 
FLECHAS. 
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La. Fotogra.fia. No. 3. REPRESENTA A UN PACIENTE CON LUPUS ERITEMATOSO 

SJ:STEMATICO. 
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La Folografi.a No. 4 • REPRESENTA A UN PACIENTE CON SINDROME DE S.100REN. 
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D l S C U S l O N 

Tr-atando de definir- La frecuencia de Los anticuerpos an.t i-SS- A 

CRo),se han reportado resuLtados diferentes.Se han propuesto varias 

expLic2ci.on.es para taLes discrepancias:primero Los métodos para deleclar 

4nlicuerpos anli-SS-A CRo) en reporles publicados varian ampliamenle en 

,.:uanlo a la sensibilidad de 

ya que han i :-.el ui do 

doble,ELISA e inmunoblot.s. 

la pruebas 

diferenles 

para delect.ar est.os anlicuerpos 

mélodos como;inmunodifusion 

S¿gundc,la espeficidad quizá t.ambien varían de un est.udio a ot.ro.algunos 

aut.ores dicen que la técnica de inmunoblots es más sensible que la 

inmuncdifusion doble usando,el mismo ext.ract.o <67>. 

La ch.feren.c ia podria ser explicada por una base eenet ica. porque 

i"':.a.y reportes asocl.ados con m.uchos an.t igenos HLA, part icul.arrl'..en.te 

DR3.HLA,DR.2 y HLA - DR 7 con l.a presenci.a de anticuerpos an.ti. -55 - A 

CF'.o) esto en pacientes con. LEG. En Sindrome de 5joeren. prim.ario ti.en.e 1..::! 

.Ol'&senc i.a de a.nt i.gen.os HLA - DR 3 <68,70>. 

E:n artri.ti.s reumá.toi.de,con.ti.en.e anti.cuerpos Ro con presenci.a de La 

{6s>>. El.atne L. ALexan.der,reporta de 75 pacientes 33 se encontro 

an.t i.C'.J.er-pos ant t - 55 - A (Ro) siendo el porcentaje eL C44 % ) estos 

::tsoci.ados con vasc1.1.Liti.s ,esclerosi.s,AR,LEG <70>. 

E:n otros reportes por La técnica de inm.tJ.n.odiftJ.Si.on. dobLe j1.1.éposi. t iva 

hubo preci.pi. tac ión La de SS - A CRo) tJ.San.do el. extrae to de t i.m.o humano y 

extrae to de bazo hwnano <71>. 

Basados en. n1.1.estros r-es1.1.l.tados eL antic1.1.erpo SS - A CRo) no j1.1.é 

.:i.etec tado por in.m.tJ.n.odi.fusi.ón doble debi.'do aLa poca sensibi. L idad y 

ca desnatural.i.zación durante el. proceso de l.os extractos uti.l.i.zados en 

pacientes con enfermedades rewnáticas e5eneraL izadas. En La técnica de 

E:LI5A eL anticuerpo 55-A CRo) /tJ.é más sensibLe en s1.1. deteccción de esta 

~i.sm.a en.60 pacientes eL 40 %es para Sindrome de Sjógren y 45% para 

Lup1.1.s Eri tema.toso Genera~ izado. más baja que la report.ada por ot.ros 

aut.ores. 

Basados en n1.1.estros res1.1.~tados eremos q1.1.e eL anti.c1.1.erpo anti - SS - A 

::.'<.oJ no es espec ifi.co para LEG. 55-p ya que pueden. estar presentes. 

en Las di versas enfermedades retJ.m.at icas eenerat izadas. 
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e O N e L U S 1 O N E S 

t.- Investieamos La frecuencia de anticuerpos anti -SS- A CRo) no 

detectado por In.m.unodifusion DobLe debido a La poca sensibiLidad de La 

técnica.por La t-écnica de ELISA se observo algún porcent-aje de sueros 

posit-ivo debido a~a a~ta sensibiLidad de esta misma,en pacientes con 

variAs Enrermedades Reumat.icas Generalizadas CE.R.G.). 

2.- En nuestro erupo de pacientes La frecuencia rué de 40 % en 

Sindrome de Sjóeren en el erupo con Lupus Eritematoso Genera~izado 

fué 45 % más baja que La reportada por otros autores. 

3.- La diferencia puede ser expLicada por una base eenetica,por que 

hay informes asociados a muchos antieenos pero con La presencia 

de anti -55- A e Ro ~. 

4.- En resúmen La frecuencia de~ antic"uerpo SS - A e Ro :J en 

nuestro erupo de pacientes con LEG.SS- ,fue lieera.mente más bajo que . p 
en los reportados previa%ente .Desde nuestro punto de vista la presencia 

de este anticuerpo no es diaenóstico y no puede ser ut-ilizado como 

marcador de anticuerpos de aleún factor clinico en LEG,SS- . 
p 
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