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Prevalencia de anticuerpos contra el antigenc 55-4 (Rod en enfermedades

Reunmaticas generalizadas.

INTRODUCCION

Dentro de las pruebas de inmunologia que se utilizan en la actualidad
para el estudio de los pacientes con enfermedades reumiticas,una de las
que mas se han desarrollado en affos recientes en la prueba investigar la
presencia de anticuerpos antinucleares (AAnR) en el suero de este grupo
de pacientes.Estos anticuerpos representan una de las caracteristicas
seroldgicas mas scbresalientes de las enf ermedades reunaticas
generalizadas.
Este grupo de enfermedades no es homogeneo en cuanto a sSus
manifestaciones clinicas ,y en su inicio se presentan por lo general con
sintomas inespacificos,como con afectacidén a diversos organos de
intensidad, variable.El lupus eritematoso generalizade (LEG) es el
prototipo de estas enfermedades autocinmunes,en las que la mayoria de los
érganos son susceptibles de verse afectados.

Otras enfermedades rel acionadas dentro de este grupo de
padecimientos son; ' R
Lupus Eritematoso Discoide CLEDD.
Artritis Reumatoide CARD.
Enfermedad Mixta del Tejido Conjuntivo CEMTCD.
Sindrome de Sjdégren (SS).
Escleroderma. ’
Polimiositis y Dermatomiositis (PM - DM,
Sindrome de Sobreposicidn.

El antigeno SE - A (Ro) es una ribonucleoproteina intracelular contra
la cual se forman anticuerpos que se han encontrado en pacientes con SSp
v LEG. Ademas se ha observado la separaciédn de las proteinas de SS-A (Lad
de 48 Kd y SS-A C(Ro> de 52 Kd en geles acrilamida y bisacrilamida.

El modelo del antigeno SS-A (Ro) posee dos dominios uno de 37 Kd con una
terminacion de COOH y otro de 23 Kd que contiene un dominio terminal con
una secuencf{a de 11 - 24 residuos de aminoacidos.

Los anticuerpos anti-SS-A (Ro) son frecuentes en respuestas autoinmunes
en pacientes con

Lupus Eritematosoc Generalizado (LEG

Sindrome de Sjogren (S



Los anticuerpos anti~SS-A CRe) se identifican de la siguiente manera:por
Inmunodi fiusidén Doble en gel agarosa,porElectroforesis en
Acrilamida,y luego la Transferencfa en Nitrocelulosa,y Técnica de ELISA.
Los anticuerpos anti-SS-A (Ro) fueron originalmente descritas en sueros
de pacientes con Sindrome de Sjogren.Posteriormente en pacientes con
Lupus Eritematoso Sistematico donde fueron encontrados autocanticuerpos
con la prevalencia de 24 62 % esto en pacientes Méxicanos (e

La particula SS -A (Ro) posee diferentes pesos moleculares de B0

Kd,54 Kd y S2 Kd 2.



ANTECEDENTES

Un dato comun en estas enfermedades es una respuesta inmune
caracteristica,gque se manifiesta con producciédn de auto—anticuerpos en
forma espontinea,que reaccionan con diversos proteinas intra-celulares y
con acidos nucleicos. Una observacién que ha sido de gran importancia en
la medicina clinica es la demostracién de que cada una de estas enferme-
dades tiene un perfil individual de autocanticuerpos,de tal manera que
resulta de utilidad en el diagnéstico diferencial.Por otra parte,en el
4rea de la biologia molecular y celular,estos auto-anticuerpoes han sido
de gran ut{lidad para conocer la estructura molecular de estos proteinas
ihtra-celQlares.y el papel gue desempefian en funciones bioldgicas de im-
portancia para la célula misma.las interacciones en esta area del cono -
cimiento,entre la medicina clinica y las ciencias ?asicas.ha constituido
un campo de investigaciédn muy activeo en la dltima década.

Los primeros datos que sugirieron que una reaccidédn antigeno~-anticuerpo
era una de las caracteristicas mas notables de las enfermedades reuma ;
ticas generalizadas fueron sin duda el descubrimiento de la célula LE
por Hargraves y col aboradores en 1948, @ y posteriormente
descripcidn mas detallada de este fendmeno por Hélman vy Kunkel en 1952
@.Poco antes,en 1850, Coons y colaboradores habrian desarrollado la
técnica de inmunofluorescencia indirecta,t® que fue luego adaptada para
demostrar la presencia de anticuerpos circulantes que reaccionaban con
diversos sustratos nucleares ). Asi mismo.se encontréd también que el
suero de pacientes con lupus reaccionaba con nuclechistona que era
extraida de timo de ternera .

.Inicialmente,la aplicacién practica de la prueba de inmﬁnofluorescencia
indirecta para la deteccién de AAn,se utiliza como una ayuda de labora-

torio para establecer diagnéstico de lupus ¢,7 encontrandose una alta
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frecuencia de positividad de esta prueba en el sueroc de ipacientes con
lupus.por lo que inicialmente se concluyd que un resultado negativo para
AAn practicamente descartaba la posibilidad del diasgnético de LEG .
Desde el final de la decada de 1860 y hasta la fecha,se ha hecho eviden-
te que los AAn se presentan en el suero de pacientes con diversas enfer-—

medades reumiticas generalizadas en una proporcidén muy elevada;este

grupo de padecimientos ya se ha mencionado anteriormente (o-10.

El patrén de inmunofluorescencia,que es un dato muy dtil,ya que la
especificidad del auto-anticuerpo puedé inferirse de acuerdo al patrén,y
en otros casos identificarse directamente,como ocurre con los
anticuerpos anti-centrdmero.

Algunos de los ejemplos mas comunes de los patrones de inmunofluorscencia
que son causados .por los diferentes 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
dcido desoxirribonucléico de doble cadena CADNRD o ADN native,o bien
contra desoxirribonucleoproteina,o contra las protefinas histonas
arad. E1 patrén nucleclar se observa cuando los anticuerpos estan
dirigidos contra proteinas del nucleolo,o bien contra el ARN nucleolar
13-17).

El patrén de AAn moteado fino o granular suguiere la presencia de
anticuerpos contra una gran variedad de protefinas nucleares denominadas
“ no histonas * ,o bien,contra la matriz nuclear que es un componente
relativamente insoluble (12,19.—20). En algunos casos puede identificarse
directamente la especifidad del anticuerpo anti-centrédmero al utilizar
células HEp -~ 2 como sustrato,en las cuales se va observar Cen las

células de reposod un patrén de fluorescencia constituido por granulos



finamente dispersos en todo el nucleo; y en las células en mitosis,la

fluorescencia se limita a la regidén donde estan condensados los

cromosomas (o).

Otros patrones de flucrescencia que pueden sugerir la especifidad del
anticuerpo,son los dirigidos contra la matriz nuclear,as2o asi también
los anticuerpos contra ribonucleoprotei{na ribosomal CRNPPD,en los cuales
vamos a observar fluorescencia casi siempre simultanea de los nucleolos ¥
del citoplasma celular,sitios donde se en;uentra este complejo
molecul ar (2.

Actualmente,no hay manera de diferenciar los diferentes
antigenos hucleclares en base al patrén de fluorescencia nucleolar
15,227 los cuales varfian dependiendo del sustrato wutilizade y del
método de fijacidn.En relacién con los anticuerpos contra las protefinas
nucleares no histonas,algunos autores pueden identificar los anticuerpbs
anti-Sm,antiribonucleoproteina nuclear CRNPnD.anLi—SS¥B,y anti~Scl~70,
con base Unicamente en el patrdén de fluorescencia; sin embargo,esto no es
seguro,particularmente ;i el suero contiene varios auto-anticuerpos,ya
que a diluciones bajas del suero, un anticuerpo puede consecuentemente
darnos otro patrén de fluorescencia az.

Por esta razén,es importante utilizar otros métodos,como la
inmuncodifusién doble,para identificar con mayor seguridad la especifidad
del anticuerpo (28-2¢).

En algunos estudios se ha correlacionado el titulo de anticuerpos

anti—Sm.anti—RNPn h% anti-histonas con la. actividad de la

enfermedad, 30,31 mientras otros investigadores no han encontrado esta

asociacidén (2s.32). Estas observaciones diferentes pueden ser debidas a
que no hay uniformidad al definir la actividad de la enfermedad,o alos

métodos usados para la titulacién de la anticuerpos.



El titulo del anticuerpo obtenido por otros métodos.Un ejemplo
de esto son los del anticuerpo anti-S$S-B ~ La y anti-SS-A ~ Ro.En el
caso del anticuerpo anti-SS-B ~ La puede tenerse un titulo 1:84 por
inmunofluocrescencia,sugiriendo niveles bajos del anticuerpo;sin embargo,
cuando el mismo suero se estudia por inmunodifusién doble,pueden
encontrarse titulos mayor es de 1:64.Estas observaciones puede
deberse a varios facLores:primero,Slgunos antigenos son extremadamente
solubles,y pueden salirse del sustrate durante los procedimientos de
lavado al realizar la técnica de inmunoflucrescencia indirecta
a3, segundo, algunos antigenos no conservan su ¢ptima antigenicidad al
contacto con algunos fijadores gque se utilizan en el método de
inmunofluorescencia; y tercero algunos antigenos no se encuentran en la

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

constituye el antigeno-55-A (Roo,que no se expresa en la misma

concentracién en todos los tejidos.

Algunos estudios recientes han mostrado que el antigeno SS- ACRo) puede
encontrarse con relativa abundancia en cerebro fetal y en miocardiowma
mientras que las fuentes tradicionales para obtener el antigeno han sido
una linea célular linfoblastoide dedominada wil-2,y bazo de diversas
especies,incluyendo bazo humano «,33,3s-37».

De hecho cuando se utilizan tejidos de mamiferos como sustrato
Chigado o rifion de raténd los AAn pueden ser negativos si el suero
sclamente contiene anticuerpos anti-SS~A CRoD an.

Este ejemplo del anticuerpo anti-SS-A (RoJ trae a discusién las preguntas
acerca del significado de los pacientes con LEG c¢on AAn negatives.Esto
ha sido sujeto de controversias,ya que en algunos centros se han informado
que hasta un 25% de pacientes con LEG desde el puntoc de vista serolégico

son AAn negativos (@ae-3io.



Quizad uno de los aspectos mas importantes acerca de este problema esté
en la seleccidn del sustrato antigénico.Como ya se ha mencicnado
anteriormente hay una gran variedad de sustratos gque pueden utilizarse
para la prueba de AAn,y la sensibilidad de cada sustrato dependera del
tejido utilizado, del método de fijacidn empl eado, del tipo de
conjugado,asi como también del microscopio utilizado,y el error que
puede haber entre ¢1 o los observadores para interpretacidén de 1la
prueba. Aun si todos estos factores se logran estandar'izarl,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 citoplasmiticos como losson
diri;gi.dcs contra mitocondrias,lisosomas,ribosomas,filamentos interrx;édios.
aparaLo mitdtico y el aparato de Golgi por nombrar .solamente algunos de
los que se han descrito. Los antigenos de la superficie de
linfocitos,algunas proteinas de la coagulacidédn,o de matriz extracelular
C fibrina , colagenoc , proteoglicanos ,elastinal pueden ser tambien el
blanco de la respuesta a‘utoinmune en las enfermedades reum&ticas genera-
lizadas (so0-50.

De esta manera, aunque un paciente con LEG o Escleroderma tenga AAn
negativo,hay gque investigar la presencia de otros auto-anticuerpos que
estén dirigidos contra otros antigenos celulares o extracelulares.

Las enfermedades reumaticas generalizadas en ocasiones pueden
presentarse con manifestaciones de intensidad leve, Y en otras,con
sintomas inespeci t‘icqs que pueden simular sintomas de enfermedades
inflamatorias no reumiticas,o bien de procesos neoplasicos o toxicos. Por
esta razon,la Asocciacidén Americana de Reumatologia ha desarrollade una
serie de criterios que ayuden a establecer una clasificacién correcta de
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llas enfermedades reumaticas,y la tdnica enfermedad que incluye a los AAn
Y a la especifidad de los mismos como criterios es el LEG 7.

De los criterios para pacientes con LEG, 2 dependen directamente de la
prueba de AAn,y de la definicién 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 pocraimamida,hidralazida,y difenilhidantoina wun 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 falso positivoe para la prueba de
sifilis CVRDLD.

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 caracteristicas serdélogicas del paciente con lupus
es la presencia similtanea 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—histonas y ademas
anticuerpos contra proteinas no histonas tales como el antigeno Sm,o el
ant{igeno Ul—RNPn y otros antigenos que se describen en 1la 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-32,0 metionina marcade con
selenio-35,.con los cuales marcaron a su vez células que usaron para
experimentos de inmunoprecipitacidén.Con estos experimentos pudieron

separar en electroforesis en gel de poliacrilamida,los diferentes Acidos



ribonucleicos pequefios del nuclec (Sn RNASD ,e identificar cuales eran
inmunoprecipitados por los anticuerpos de los pacientes con LEG,asi{ como
por los anticuerpos de pacientes con otras enfermedades reumaticas
5.

Dé esta manera se demostro que los sueros con anticuerpos dirigidos
contra RNPn precipitaban sclamente la molecula Ul-RNA. Por otra parte,los
sueros con anticuerpos anti-Sm.precipitaban 5 especies de Sn RNAS:Ul,UZ,
Usa,Us y UB .En ambos casos,los epitopos que reconocen estos
auto-anticuerpos se encuentran en moléculas de proteinas, y no en las
mol ecul as ée ARN,las cuales resultan precipitadas por virtud de estar
asociadas con las proteinas que son antigénicas en la forma de
particulas de snRNP (ribonucleoproteinas nucleares pequefias). Mediante
estudios de inmuno-transferencia,se ha demostrado también que los
anticuerpos anti-Sm reaccionan primeramente con la% proteinas B y
D,mientras que los anticuerposnanti—Ul—RNPnreaccionan fundamental mente
con las proteinas A y C,segun se describe en la Tabla 1.

Debido en gran parte a la disponibilidad de estos autocanticuerpos,ha sido
posible elucidar muchos de los eventos relacionados con la unidn del
precursor de ARN mensajero.Los estudios 1llevados acabo en diversos
laboratorios han demostrado que los mecanismos de unidn son de un
proceso complejo en el cual estan involucrados varias particulas de Sm
RNP,asi como otras gque no se han caraterizado claramente (s7-s8).

Estos anticuefpos que se presentan en el LEG y en otras enfermedades
autoinmunes reunen los requisitos de 1o que el Dr Robert Good ha
denominade Experimentos de la Naturaleza, y a su vez han servido como
herramientas para avanzar on nuesiros conocimientos de los mocanismos

basicos de la biologia célular.



De especial interé¢s es la protefna denominada antigeno nuclear de
células en proliferacién,contra la cual aproxim%damente un 3% de los
pacientes con LEG forma auto-anticuerpos que son detectables por
inmunodifusién doble. Estos anticuerpos han servido para demostrar que el
antigeno nuclear de células en proliferacién es idéntico a la proteina
auxiliar de la ADN polimerasa delta,que esta involucrada en la funcidn
de replicaciédn del ADN.El anticuerpo ha sido utilizadeo también para
clonar todo el gen que codifica a esta proteina.

En otras enf ermedades,como el LEG, enfermedad mixta del tejido
conjuntivo,Sindrome de Sjogren y escleroderma,no se han detectado
anticuerpos con estas especificidades. Ademas de esta caracteristica
seroldgica debe hacerse notar que los anticuerpos anti-ADNn,anti~-Sm.
anti—-Ul-—RNPn no se detectan en el suero de pacientes con dermatomiositis
y pelimiositis.

La distribucidn restringida de ciertos auto-anticuerpos y su relacién
especifica con una enfermedad,es un hecho gque se ha evidenciado con los
estudios realizados en afios recientes. As{ por ejemplo de los anticuerpos
que se muestran en la Tabla 1,los anticuerpos anti—ADNn.y los
anticuerpos anti-Sm son marcadores especificos de pacientes con LEG,y
rara vez se detectan en otras enfermedades autoinmunes; cuando éstos se
han detectado,generalmente el paciente tiene manifestaciones clinicas
de lupus en asociacidn con otra enfermedad autoinmune,tales como
escleroderma o artritis reumatoide.

Lo mismo se ha observado en pacientes con miositis gque tienen

anticuerpos anti—Ul—RNPn »© anti-SS~A ~ Ro.los cuales generalmente se
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han detectado en pacientes que tienen datos clinicos asociados de

enfermedad mixta del tejido conjuntivo.,o LEG,0 SS,respectivamente. Asi
tambien los anticuerpos anti-PM / Scl y anti-Ku se presentan en
pacientes que tienen miosis y sintomas asociados de escleroderma.De los
anticuerpos gque pudieran denominarse especificos de pacientes con
miositis.esta el anticuerpo anti-Mi-2 que se asocila con
dermatomiositis.Por otra los pacientes gque presentan anticuerpos
anti-Je-1 son grupos de pacientes geneticamente restringuides con una
incidencia muy el evada de polimiositis,enfermedad pul monar
intersticial,artritis y fénomeno de Raynaud (so;ademids,generalmente son
adultos jovenes con un comiepzo subito de la enfermedad,y en los cuales
en forma caracteristica se ha visto que se presenta en primera mitad del
afio tow. i

Esta presentacidn estacional constrasta con la dermatomiositis
Juvenil ,que comienza entre junio y enero.

Algunas controversias gque han surgido con esta dltima hipotesis de que
la respuesta inmune es éste grupo de enfermedades es iniciadidad por un
estimulo antigénico especifico,se han originado por las observaciones de
que enfermedades como lupus,los antigenos son muy diversos Yy se
localizan en compertamientos diferentes en una misma célula,incluyendo

el nucleo CADNn,hisLonas.U1~RNPn).nucleolo (Ku,RNP ribosomal,SS-B),y

citoplasma (SS-A ~ Ro,RNP ribosomald (s2,64>.
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Tabla 1 .- Auto-antigenos celulares en Lupus Eritematosc Generalizado.

DESIGNACION

ADN nativo
ADN Desna-
turalizado
Histonas

Sm

RNP NUCLEAR

SS~A 7/ Ro

SS-B - La

Ku

RNP ribosomal

PCNA ~ CICLINA

CARACTERISTICAS

ADN doble cadena

ADN de una cadena
H1,H2A,HZ2B,H4
Proteiéas 28KD (BD,
29KD CB'>,16KD (D>,
13 KD CED

Proteinas 33 Kd CAD

22 KD (0,88 ~» 70 KD

" Proteinas B0 KD

Proteinas 52 KD

Fosfoprotefnas 46 ~ 48 KD

Proteina G6KD Y 86 KD
Fosfoproteina 38KD,16KD,
y 15 kd.

Proteina 36 XD

ARN ASOCI ADO

Ninguno

Ninguno
Ninguno
ui,u2,u4,

Us, us.

ui

Y, - Y Humano

Pol III transcri-
tos,pre ARNL.SS;
ARN, VA-ARN, EBER-
ARN.

Ninguno

Ninguno

Ninguno

12



& lox titulos del anticuerpo anti - S -~ A (Ro? proveaca 1a

[ 1 s
s A

diversificaciodn en la sintomatologia de aquellos pacientes con
enfermedades reuméticas generalizadas.lLa particula anti - SS - A CRoD es
importante detectarla en los sueros de pacientes estudiados en el
proyecto que se propone estrayendo la particula de diferentes extractos
para poder facilitar el trabajo a los métodos de identificacidén de esta
misma,ya que es frecuente la asociacidédn vasculitis,LEG.SSp , AR, Bl oqueo
cardiaco congénito, MTCD,

En nuestro estado y en la Republica Méxicana hay pocos reportes sobre
este anticuerpo anti - SS - A (Ro’ en las enfermedades ya mencionadas por
lo tanto la presencia de este anticuerpo se presenta segun algunos
estudios realizados en mestizos que en caucasicos. Ll modelo fué vya
reportada por Mc Cauliffe et al., en Talal,ed. Sindrome de Sogren’s, Un
modelo para entendimiento Autoinmunidad,ver la
Figura No.I.Tambien tenemos estructura del antigeno SS- B (CLa) Figura

No. 2
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~~COOH

- héﬁiys-giu-gln-phe-leu-
trp-thi-ser-arg-trp-tle-glu-ser-lys

FIOURA No. 1 El modelo del polipeptido SS ~ A Ro:Posee dos
dominios al dominio de 23 - Kd contiene en oposidén un amino terminal con

una secuencia de 11 - 24 residuos de amincicidos y el dominio 37 Kd

posee un grupo COOH terminal.CPor McCauliffe et al.,en Talal.ed.Sindrome de

Sindrome de Sjogren’s,Un modelo para entendimiento Autoinmunidad.

Academic Press,1989,pp 67 - 73 ;con permisol.
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X
28/29kD

MMM

_ ]

FIGURA No. 2 Modelo estructural de SS - B ~ La: Este diagrama SS - B ~ La

posee 2 — Dominios de ri'bonucleoproteina con un largo dominio X de 2888
Kd que esta unida a un RNA pequefic con 3 - oliuridilato por 3’.La metio-
nina (M) son residuos restringuidos unidos en el dominio X contra
el dominio Y de 23 ‘24 KD el cual posee residuos de Acidos fosforilados
(P).(Por Chan et al.,en Talal,ed.Sindrome de Sjogren,Un modelo para
entendimiento de autoinmunidad. Academic Press,1988,pp 13 - 19 ;con

permiso).
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PLANTUEAMIENTO D EL P RO B LEMA

Investigar los anticuerpos anti-SSA CROD descrito en las enfermedades

reumaticas utilizando como sustrato antigenico el extracto soluble,de

bazo bowvino y cerdo por el metodo de Irnmunodifusién Doble.la técnica de
ELISA tambien se realizara por su mayor sensiblidad.
la prevalencia de estos

La importancia de este trabajo es observar

anticuerpos dentro de este grupo de enfermedades ya mencionadas.

16



HIPOTESTIS

Si el anticuerpo anti -SS-A CRoD> se presenta en el suero de

pacientes con enferﬁedades reumaticas generalizadas gque se mani flestan
por lo general con sintomas Inespecificos y con afectacitd4n a diversos
Srganos de intensided variable, es importante lnvestigar la deteccidn

[l

de estos anticuerpos en este grupo de padecimientos.
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o B J ETIV O S

1.~ Observar la frecuencia del anticuerpo anti-SS-4 CRod en pacientes con

| enfermedades Reumaticas Generaltizadas.

]
tnrunologicas (Inmunodi fusion Doble

Z. - Aplicar diferentes técnicas

Y ELISAD en su deteccidn.

3.~ Implementar la técnica de Electroforesis en gele de poliacrilamida e

inmunotramferencia subsecuente.

4. - Aplicar el método estadistico para el significado de la prueba.
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M A TEURI AL Y M ET O D O

Se obtendra el extracto de bazo bovino vy de cerdo fresco de la
autopsia de los correspondientes antmales del rastro de Zapopan Jal.
Tomando en cuenta que el cnimal este sano ;el bazo serid procesado de
acuerdo con el sigulente método establecido donde se obtendri parcial-
mente el antigeno SS - A (ROD.

PREPARACION DEL ANT1GENO:
La purtficacidn antigeno S5 ~ A4 (RO obtenido por la autopsia de bazos de
cerdo y bovino preparado con el método de Clark,conmodificaciones. El
proceso de’ la prepararciédn esta formada por un dbuffer « 4OC suspendido
con 0.02 % NaN3 1.5 mM ditiotreitol,y I mM fenilmetilsul fonil Fluo-
ruro. El bazo se homogenizo en 4 volumenes de 50 mM NaCl Buffer A,se
centrifugo por 45 minutos a 15 000 g.El soérenaddnte se mezcla por
1 hora con ditetilaminocetil celulosa (DE 52 > 500 mg: éor cada gm de
bazo equilibrando en Buffer A.
La proteina se lavo con 50 mM tris Cl CpH 7.45,300 mM CaCl,.ditalizandolo
a 50 mM acetato de Amonio,pH 7.0 y se refrigera. Despues se dializara el
extrato de bazo apropiada para pruebas de antigenos en tnmuncdifusioédn
Doble.
INMUNODIFUSION DOBLE EN GEL AGAROSA:

Ll anticuerpo antt 5S5~A4 (Roo ée detecta con Inmunodifusiédn doble en un
de gel agarosa al 0.4 7% donde 40 mg. de agarosa se afora a 100 ml de
Buffer de P04 y EDTA con azida de sodio.Se waciara a un vaso de preci -
tado Pyrex poner el agitader magnético hasta ebullicidn.

Se tomara 6 ml en pipeta de vidrio y vaciar en cada uno de los platillos
de petri.donde se realizara la inmunoespecificidad este método se

utilizara para determinactién de anticuerpos precipitantes. Esta caja de
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petri con agarosa tendra 7 orificios y se pondra .100 ml de suero a
probar contra un extracto de bazo de bovino y cerdo ya obtenido
anteriormente.

Los sueros que se wuttilizaran para realizar estas pruebas son los
stxulentes: 20sueros de Sindrome de Sjogren,40 sueros de Lupus
Lritematoso. los suveros seran obtenidos de poclientes del Departamento
de inmunologia y Reumatologia del Mospital General de Occidente de
$.5. Guadalajara,Jal.

Técnica de ELISA representada porla figura No.III.

Posteriormente se utilizo la técnica de ELISA que es mAs sensidle (de

DIAMEDIX,CORP. ,MIAMI FL LUAD. para obtencidn de el antigeno S5 - 4 (RoD

metocdo es el siglente:

1. - Tomar 5 microlitros de muestra para 500 microlitros ¢ o 2 microli-—
tros para 200 microlitros) de muestra diluida. Mezclar bien.

2.~ Colocar 100 microlitros de muestra diluida en pozo del antigeno.

Conservar un pozo para reactivo blanco (100 microlitros de nmuestra

ditlutda.

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

4.~ Destilar .lavar los poz2os tres wveces con solucidn de lavado y
estilar.

Colocar dos gotas (¢ o 100 microlitros? de conjugado.

v
t

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

7.- Destilar.Llavar los po2os Lres veces con solucidn lavadora y estilar.
8. - Colocar dos gotas ¢ O 100 microlitros? de sustrato en pozos.
9. - Incubar a temperatura ambiente por 15 * 2 minutos.

10. - Colocar dos gotas ¢ © 100 microlitros 0 de solucidn stop en pozos.
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11.~ Leer la cbsorbancia a 405 nanometros contra el reactive blanco.
Microensayo anti - SSA:

96 -~ Prueba fabricada

192 - Prueba fabricada

Este metodo se wutiliza para la deteccidn y cuantificacidn de
anticuerpos contra el antigeno SS —A CRoD en suero como auxiliar en el
diagnostico ,pronostico y monitoriar de clertas enfermedades ReumAticas
autoinmunes. La microensayo DIAMEDIX Anti-SS-A es un metdodo micro

ELISA el cual es wusado par cuantificacién de cnticuerpos SS - A.

Los resultgdos son reportados en unidades de ELISA (EUD por ml,norma-
lizados por comparacidn con un calilbdrador.los valores cuantitativos
son obtenidos con una unica ﬁuestra diluida.

Proceso de Electiroforesis en gel poliacrilamida.

Los dos platos de vidrio barras espaciadoras de plastico.Se cubren con
vaselina. Checar que no haya goteras.

Gel de Separacidn.

1.~ Producir 20 ml.de gél de separacidn,y emitir 17.5 ml. con pipeta.
2.~ Suavemente sobre la capa ,redbajar con buffer usando una pipeta

¢ 1 ml. rebajar el gel + 3 ml D.W.D.

3. - Secar.

Gel de Apilamiento.

1.~ Producir I10ml.del gel de apilamiento.lavar cubriendo el gel de
separacibdn con pipeta.

2.- Cambiar & top y colocar poco a poco el peine.En el gel de
apilamiento culdadosamente para evitar cualguier gurbuja de atre bajo

los dientes del peine.llenar hasta el tope.Toma aproximadamente 1
hora para polimerizar.
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Remover el peine cuidadosamente.

Remover el boton de las grapas.

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

Colocar la plancha en el aparato y asegurarlo.

Poner la plancha con gel a (5 MAMP por ! hora,antes de aplicar la
muestra. EL electrodo negro arriba vy el rojo abajo.

La solusidén Stock:

1.~ Tris - HCL - SDS pH 8.8 — Gel de Separactiédn 4X ( Gel de resolwcidédn O

Tris 18.17 g 1.5 MO

HCL DE pM 8.8
SDS 4 ml 10 2 Co. 4 7
Adjustar al final a un volumen 100 ml.

2.- Tris — HCL - SDS pH 6.8 Gel de dpllamiento 4X (Stacking gelD

Tris 6.06 g CO.5 M

HCL de pH 6.8

SDS 4 ml 10 % Co. 4 7
Ajustar al final a un volumen de {oo ml. :

3.~ Acrilamida y Bils Reactivo C

Acrilamida reacristalizada 30 gr. (307D
Bis |

Disolver acriiamida en - SO0 ml dH20 y de BIS.
Adjustar a un vemen de 100 ml.Filtrar.

4.~ Buffer Electrodo.

Tris 3.03 gr C0.025 usa base Trizmad
Glicina t(4.41 gr C 0.192 M> y 900 ml de agua.
Ajustar pH de 8.3 + 0.1 con Na O

Y [0 ml de SDS 107% C 0.t 75 condiclon fitnald y de agua { litro.
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El gel de separacidn y aprlamiento se realiza de la sitgulente manera:

Gel de separacidn (30 ml > 12.5% Gel de aptlamiento

4x Buffer de separaciédn 7.5 ml. 2.5 ml

Reactivo C 10.0 ml. 1 ml

Agua 12.5 ml. 6.5 ml

TEMED 7.5 Lamdas o 75 microlitros. 10 lamdas

Persul fato de Amonto 10% (frescod . 030 microlitros.

140 lamdas

Despues del corrimiento se prosede a wuna tincildn con caczul de
Coomassie,por 10 a 15 minutos,y posteriormente se pasa a una solucidn

destifitdora formada por:

10 7% Alcohol Isopropil 20 ml
10 72 Acido acetico 20 ml POR TODA LA NOCHE.
Agua bidesiilada 160 ml '

23



Figure No.11l.latécnica de ELISA.
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RESULTADOS
Los anticuerpos de anti-5S5 ~ A “Ro gue se reportan en pactentes con
las enfermedades Reumaticas Generclizades.El antigeno SS - A / Ro no fué
detectado por la técnica de itnmunodifusién Dodble en los sueros de
bacienzes va propuestos por la poca sensibilidad gque hay en esta téc-
nica. £l extracto de bazo cerdo v de bovino no hubo precipitacidn de
lineas. £l extracto posee antigeno SS -ACRoD> puede ser destruldo con

factlidad por algunas enzimas como tambien por el proceso del método.

Fotografia No.1l INMUNODI FUSION DOBLE

N

1.- Caso #
2.- Caso # &
3.- Caso # 3
4.- Caso # 4
5. - Caso # 5
6. - Caso-ﬁ &

7.- Extracto de Eaeo EBovino.
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Los sueros pacientes estudiados en total fueron 60 :40 Lupus
Eritematoso Generalizado, 20 Sindrome de $jdgren primario.
En la técnica de ELISA CAnAlisis Enzimé%ico - acoplado a
inmunoabsorbente).se obtuvieron los siguientes resultados.la frecuencla
del anti{igeno SS - A (Ro) en enfermedades Reumaticas Generalizadas en
Unidades de ELISA por ml.CEU ~ ml J.Es representada por la Grafica No I
GRAFICA No.1 FRECUENCIA DEL ANTICUERPO SS - A (RoEN ENFERMEDADES
REUMATICAS GENERALIZADAS EN UNIDADES DE ELISA POR ml .(EU / mbl.
P
40
s
T

2S5

20

15

10

LEG ss-p
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TABLA No. 2. FRECUENCIA DE ANTICUERPOS SS - A ~ Ro.EN UNIDADES DE

ELISA. EN PACIENTES CON ENFERMEDADES REUMATICAS GENERALIZADAS.

LEG S8 -~ p CONTROLES
—SANQS
TOTAL n= 40 z0 10
POSITIVOS 18 8 o]
NEGATIVOS 22 12 10

Los resultades se calcularon con la siguiente jormula:
£V v ml del calibrador : EU-ml del

X Absorbancic delproblema = problena

Absorbancia del calibrador

Los resultades de los suercs de los pacientes:
> 25 UE » ml scn posttivos

15 - 25 UE » ml son eguivecos

< 15 UE » ml son negativoes.

No. EU 7 ml
Blanco -0
Calibrador -120.0
Control =+ - 79.9
Control - -10.5

Los resultados son representados por grafica No.2

En el corrimiento del gel de poliacrilamida se cbservan bien las barndas

por lo tante la inplementacién de la técnica de Electroferesis resuito.

Se realizo esta inplementacidn con el motive de poder detectar los pesos
moleculares de el antigeno SS - A (Rod> y probar la efectividad del
extracto de bazo cerdo y bovino. .

En las fotografias No.& Se observa el gel policcrilamida al 12.5 Z y las

fotografias Neo. 3.5 se representan pacientes uno con SS y LES.
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En la Fotografia No. 2. SE OB.SERVA EL gEL POLIACRILAMIDA AL 12.5 % DONDE
LAS BANDAS 4,35,6 MUESTRAN LOS DIFERENTES PESOS MOLECULARES. LA LINEA 4
REPRESENTA AL EXTRACTO DE BAZO CERDO Y LAS LINEAS S ,6 REPRESENTAN EL
EXTRACTO DE BAZO - BOVINO ESTAS LINEAS PRESENTAN LINEAS DE oS
KD,s0 KD,s2 KD,48 KD,45 KD,3c KD.29 KD,24 KD QUE SON INDICADAS POR

FLECHAS,
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La Fotografia No. 3. REPRESENTA A UN PAGIENTE CON LUPUS ERITEMATOSO

SISTEMATICO.
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La Fotografia No. 4

. REPRESENTA A

v

UN PACIENTE CON SINDROME DE SJOGREN.
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DI SCUSI ON
Tratando de definir la frecuencia de los anticuerpos anti-S$S- A
(RoJ.se han reportado resultados diferentes.Se _han. propuesto varias
explicaciones para tales discrepancias:primero los métodos para detectar
anticuerpos anti-SS~-A (Ro) en reportes publicados varian ampliamente en
cuanto a la sensibilidad de la pruebas para detectar estos anticuerpos

Ya gue han incluido diferentes métodos como; i nmunodifusion

doble,ELISA e inmunoblots.
Zagunde,la espeficidad quizid tambien varian de un estudio a otro,algunos

autores dicen que la técnica de inmunoblots es mas sensible que la

inmuncdifusion doble usando,el mismo extracto o

La diferencia podria ser explicada por una base genetica porgue
asoctades con nmuchos antigencs HLA, particularnente
- A

hay regertes
DREZ,HLA,DRZ y HLA - DR 7 con la presencia de anticuerpos anti -5S
CRo> esto en pacientes con LEG.En Sindrome de Sjogren primario tilene lz
oresencla de antigenos HLA - DR 3 ¢ca,700.

In artritis reunitoide,contiene anticuerpos RKRo con presencia de La
wor. Elatne L. Alexander,reporta de 75 pacientes 33 se encontro
anticuerpos antt — SS - 4 (Ro> siendo el porcentaje el (44 725 O estos
zsociades con vasculitis ,esclerosis,AR.LEG «o.

In otros reportes por la técnica de innunodijfusion doble fuépositiva
hubo precipttacidn la de SS — A CRo2 usando el extracto de timo Aunano y

extracto de bazo humano 7n. ’
Basados en nuestros resultados el anticuerpo $5 - 4 (Ro2 no fué
detectado por inmunodifusidn doble debido ala poca sensibilidad v
ta desncturalizacidn durante el proceso de los extractos utilizados en
oacientes con enfermedades rewndticas generalizadas.En la técnica de
ZLIS4 =21 anticuerpo 55-4 CRo) fué mids sensidble en su detecccidn de esta
misma en S50 pacientes el 40 % es para Sindrome’ de Sjogren y 45 % para
lLupus CEritematoso Generalizado. mas baja que la reportada por otros
autores. '

Sasades en nuestros resultados cremos que el anticuerpo anti — SS - 4
TRo2> no es especifico para LEG,SS-p ya que pueden estar presentes.

2n las diversas enfermedades reumaticas generalizadas.
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CONCLUSI ONES

1. - Investigamos la frecuencia de anticuerpeos anti - 5SS =~ A (Red no

detectado por Inmunodifusion Doble debido o la poca sensibilided de la
técnica,por la técnica de ELISA se observo algun porcentaje de sueros
positivo debido ala alta sensidilidad de esta misma,éen pacientes con

varias Enfermedades Reumaticas Generalizadas CE.R.G.D.

2.- En nuestro grupo de pacientes La frecuencia fué de 40 7% en
Sindrome de Sjogren en el grupo con Lupus Eritematoso Generalizado

fué 45 % mas dbaja que la reportaﬁapor otros autores.

3.- La diferencia pﬁede ser eXxplicada por wuna base geﬁetica,por Gue
hay iInformes «asociados a muchos antigenos perc con la presencia
de antit -S55—- 4 ¢ Ro O.

4. - En resumen la frecuencia del anticuerpo SS - 4 CRo O en

nuestro grupo de pacientes con LEG.SS—p,jue ligeramente mas dbajo gue

en los reportados previamente .Desde nuestro punto de vista la presencia
de este anticuerpc no es diagndstico vy no'puedevser utilizado come

marcador de anticuerpos de algun facteor clinico en LEG,SS—p
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