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RESUMEN 

La reumatología y la inmunología clínica se apoyan en las pruebas de 

laboratorio para el diagnóstico diferencial y el seguimiento de alteraciones de las 

enfermedades autoinmunes. 

Junto con la identificación de huevas especificidades de anticuerpos 

antinucleares (AAN), el creciente conocimiento de las asociaciones clínicas ha 

aumentado constantemente la demanda de tales pruebas. Por lo tanto, es muy 

importante que el médico además de pedir y conocer el significado de una prueba 

para AAN, solicite un perfil de las especificidades de estos anticuerpos, una vez 

que la prueba de rastreo de AAN, haya sido positiva. 

En este trabajo se investigó la utilidad de la determinación del perfil de AAN 

en un suero positivo para éstos y en quien se sospechaba tenían lupus 

eritematoso sistémico (LES). 

De 25 sueros reportados como positivos con la prueba de 

inmunofluorescencia, en 13 se corroboró su positividad con la técnica de 

inmunoperoxidasa, encontrando que cada uno de ellos, tenía varios anticuerpos 

que confirmaron LES o en su defecto, hicieron la sospecha de otra entidad clínica 

tal como esclerodermia o enfermedad de Sjógren. 

La investigación confirma la importancia de tener la identificación de la 

especificidad de los AAN para que de esta manera se pueda hacer un diagnóstico 

clínico más específico, ya que como fue en el caso de este estudio, había otros 

diagnósticos clínicos diferentes al de LES.



  

L INTRODUCCIÓN 

Los anticuerpos antinucleares (AAN) son un grupo de 

inmunoglobulinas que están dirigidos contra una variedad de componentes 

nucleares. En el ser humano así como en algunos animales, se han encontrado 

éstos como autoanticuerpos, los que en última instancia se asocian con 

enfermedades sistémicas reumáticas o autoinmunes. Las enfermedades con 

autoanticuerpos pueden dividirse en dos grandes grupos: a) enfermedades 

autoinmunes órgano-específicas, en las cuales los autoanticuerpos reaccionan 

con los antígenos presentes en un órgano o tejido específicos para éstos; como es 

en la enfermedad de Graves (anticuerpos contra antígenos tiroideos), diabetes 

mellitus dependiente de insulina (anticuerpos contra múltiples componentes de las 

células beta de los islotes de Langerhans), enfermedad de Addison (anticuerpos 

contra células suprarrenales), entre otras, y b) enfermedades autoinmunes 

multisistémicas, en las cuales los autoanticuerpos reaccionan con componentes 

celulares comunes presentes en todos los tejidos, teniendo como ejemplo al lupus 

eritematoso sistémico (LES) 

La presencia de AAN es frecuente en enfermedades que se agrupan como 

reumáticas sistémicas tales como LES, esclerodermia o esclerosis sistémica 

progresiva, síndrome de Sjógren (SS) (con o sin artritis reumatoide), enfermedad 

mixta del tejido conectivo (EMTC), polimiositis, y su variante, dermatomiositis. 

En la evaluación inicial de estos pacientes, se solicita la identificación de 

AAN, la cual, desde hace años, se hace utilizando células de un carcinoma 

laríngeo epitelial de humano, denominadas HEp-2. 

Aunque los AAN se encuentran en la mayoría de las enfermedades 

reumáticas, existe una larga lista de condiciones no reumáticas asociadas con 

éstos, incluyendo a personas aparentemente sanas (cuadro 1).
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Dentro de las diferentes teorías que tratan de explicar la presencia de AAN la mas 

aceptada propone que la aparición de los anticuerpos antinucleares se debe a la 

pérdida de la tolerancia inmune. Este fenómeno aún es motivo de estudio. Hay 

varias alteraciones inmunológicas que lo explican, como son: a) pérdida del efecto 

supresor de los linfocitos T por cambios en la concentración de interleucinas entre 

ellas IL-2 e IL-10; b) incapacidad de depurar complejos inmunes y c) activación 

policlonal con el aumento de la concentración de todas las inmunoglobulinas. 

La susceptibilidad de cada persona a sintetizar anticuerpos antinucleares es 

diferente y depende de varios factores, tales como: sexo, edad, factores genéticos, 

clase de complejo mayor de histocompatibilidad, factores ambientales e 

infecciosos, entre otros. Cabe mencionar que después de la quinta década de la 

vida, la presencia de AAN llega hasta un 30% de personas consideradas como 

normales. 

Los anticuerpos antinucleares se cuantifican en el laboratorio utilizando 

diferentes técnicas. La más utilizada ha sido la técnica de inmunofluorescencia 

indirecta (IFI), la cual proporciona información inicial acerca de la presencia o 

ausencia de anticuerpos antinucleares. Una vez que se ha demostrado que es 

positivo, se debería conocer la especificidad de los anticuerpos. Ya que como se 

mencionó anteriormente, hay una serie de diferentes patologías donde estos son 

positivos. 

El propósito de este trabajo, es dar a conocer a los profesionistas que en 

alguna forma se involucran con pacientes con problemas inmunológicos, la 

importancia de la determinación de un perfil de AAN, pues hay ciertas 

especificidades de los anticuerpos asociadas a enfermedades, lo que hace que 

estos puedan considerarse como marcadores o que su presencia tenga cierto 

valor estadístico con cuadros clínicos bien establecidos. 

 



  

ll. ANTECEDENTES 

En 1970, aproximadamente 20 años después de la descripción del 

fenómeno de lupus eritematoso (células LE), se implementó la identificación de 

AAN usando tejidos tales leucocitos y riñón de ratón. En un principio solamente 4 

sistemas antigénicos nucleares se asociaban con enfermedades reumáticas: 

aquellos que involucraban ácido desoxirribonucleico (ADN), histona, Smith (Sm) y 

nucleolo. Sin embargo, para 1980, la lista se había incrementado cinco años 

después el número descrito era mayor (cuadro 2). (Pisetsky, 1992; llei, 1999). 

Al observar en el microscopio la reacción de cada especificidad de 

anticuerpo presenta diferentes patrones usando la técnica de inmunoperoxidasa. 

Éstos son los siguientes: 

1. Homogéneo (“difuso” o “sólido”). Es 

la expresión morfológica de los 

anticuerpos anti-histona y anti-ADN, y 

se presenta en individuos con Lupus ] 

Eritematoso Sistémico (LES) o Lupus OO geneS 

Inducido por fármacos. En esta 

disposición, el núcleo muestra tinción 

difusa y uniforme. 

2. Periférico (“piloso” o de “perfiles”). Es 

la expresión morfológica de 

anticuerpos anti-ADN de doble 

cadena. La disposición de los perfiles 

se aprecia mejor cuando se utilizan 
. Periférico 

como substrato los leucocitos 

humanos. Es característica de LES 

activo. 

 



  

3. Granular o moteado. Refleja la 

presencia de anticuerpos dirigidos 

contra constituyentes nucleares que 

no son ADN. La valoración de anti- 

antígeno nuclear extraíble (anti-ENA), 

detecta anticuerpos contra dos 

antígenos nucleares extraíbles, el 

Smith (Sm), que es característico de 

LES y el antígeno ribonucleoproteína 

(RNP) que en títulos altos 

caracterizan la Enfermedad Mixta del 

Tejido Conectivo. 

. Nucleolar. Se origina por la tinción 

homogénea del nucleolo. Se ha 

sugerido que este antígeno puede 

ser el precursor ribosómico de la 

ribonucleoproteína. Esta relación se 

relaciona con  esclerodermia O 

síndrome de sobreposición 

poliomiositis-dermatomiositis. 
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II.l Especificidades de anticuerpos antinucleares 

Anticuerpos contra pequeñas ribonucleoproteínas nucleares (snRNPs) 

Los anticuerpos contra el antígeno Sm, fueron identificados por primera vez en 

1966 por Tan y Kunkel (1966) utilizando inmunodifusión radial en un paciente de 

apellido Smith, mientras estudiaban la presencia de anticuerpos antinucleares en 

pacientes con LES y posteriormente, se encontraron en otro estudio de pacientes 

con LES anticuerpos contra la ribonucleoproteína (RNP) (Mattioli, 1970). Años 

más tarde, Lerner y Steitz (1979), demostraron que ambos antígenos estaban 

localizados en la partícula U1 snRNP, la cual es un complejo de ARN nuclear 

pequeño, compuesto por ARN U1 y polipéptidos asociados que llevan los 

determinantes antigénicos. Además de ser el blanco principal de la respuesta 

autoinmune en LES y enfermedad mixta del tejido conectivo, la U1 junto con una 

serie de partículas de pequeñas moléculas nucleares de ribonucleoproteína, son 

importantes en el procesamiento del ARN (Lerner, 1979; Pisetsky, 1992). 

Soportando estos hallazgos, investigaciones posteriores demostraron que todos 

los U snRNA, excepto U3, U8, U13 que se encuentran en el nucleolo, se localizan 

en el nucleoplasma e inmunoprecipitan con anticuerpos anti-Sm. Los U9 y U10 

ARN son probables componentes de Sm/RNP, pero aún no habían sido 

caracterizados (Pisetsky, 1992). 

Ambos anticuerpos anti-Sm y anti-U1 RNP, fueron identificados con técnicas 

de inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa usando células Hep-2 como fuente 

de antígeno como un patrón granular fino, que pudiera verse en forma homogénea 

en diluciones bajas de suero conteniendo un alto título de AAN de esta 

especificidad. Este mismo patrón pueden dar los anticuerpos anti-U2 RNP que se 

describieron por primera vez en un paciente con síndrome de sobreposición 

escleroderma-polimiositis (Mimori, 1984). Siendo el patrón granular fino en 

inmunofluorescencia indistinguible de los anticuerpos anti-Sm y anti- U1RNP 

(Mimori, 1984; Pisetsky, 1992). Se pueden detectar por inmunodifusión, donde 

dan identidad parcial con suero control anti-SM (Mimori, 1984).



  

  

En un principio, para la detección específica de anti-Sm y anti-Ui RNP, se 

utilizó la técnica de doble difusión y recientemente se han desarrollado pruebas 

inmunoenzimáticas (ELISA) que son más especificas y sensibles, para la 

detección de estos anticuerpos. 

Anticuerpos contra ácido desoxirribonucleico (ADN) 

De todos los anticuerpos antinucleares, los anti-ADN son los más 

característicos de LES y son los principales mediadores del daño renal. 

El ADN es una macromolécula compleja que puede encontrarse en su forma 

nativa o en doble cadena (ds) y que con el calentamiento puede dar origen al ADN 

desnaturalizado o de cadena simple (ss). Debido a que el dsADN puede estar 

contaminado con el ssADN y viceversa, la precisa valoración inmunoquímica de la 

antigenicidad de cualquier preparación dada para ADN, reporta los resultados con 

anti-ADN que implica la cuantificación de ambos. Ya que inclusive se ha 

observado una reacción cruzada para ambos anticuerpos, lo que sugiere que 

comparten epítopes entre ellos (Pisetsky, 1992). 

Aunque por inmunofluorescencia estos anticuerpos característicamente se 

observan con un patrón homogéneo, pueden detectarse específicamente en el 

laboratorio por medio de la técnica de inmunofluorescencia utilizando como 

substrato Crithidia luciliae, que es un hemoflagelado fuente de ADN nativo (Balloy, 

1986). 

Anticuerpos contra SS-A/SS-Ro 

Los autoanticuerpos anti-Ro o SS-A se designaron con estas iniciales 

considerando las de un paciente que padecía enfermedad síndrome de Sjógren y 

en quien había tres sistemas diferentes de anticuerpo denominados A, B y C. Se 

pueden detectar mediante una variedad de técnicas en las que se incluyen la 

inmunodifusión de Ouchterlony, la inmunoprecipitación, el ensayo inmunoblot, y 

otras técnicas en fase sólida. Junto con la descripción de la inmunodifusión doble, 

se reportó la presencia de precipitinas en una pequeña proporción en pacientes 

con Síndrome de Sjógren (SS) (Pisetsky, 1992), para las cuales se usó el término



  

  

SjT. Las propiedades físicas y su presencia en LES y SjS hicieron concluir que el 

antígeno SjT, Ro ó SS-A son el mismo autoantígeno. 

La purificación y caracterización del antígeno Ro se llevó a cabo por medio de 

inmunoblot. El antígeno se definió como un péptido simple de 50 a 60 Kad, 

obteniéndose secuencias de 60.7 Kd y de 57.5 Kd provenientes de clones aislados 

de ADN. Ambas secuencias son virtualmente idénticas, excepto por algunos 

aminoácidos en el extremo carboxilo terminal (Pisetsky, 1992). Posteriormente, se 

definió un péptido adicional por inmunoblot, el cual migra a 52 KD y se ha 

encontrado que es ligado por muchos sueros que contienen precipitinas anti-Ro. 

Se ha reportado otro péptido de los extractos eritrocitarios, que migra a 54 KD por 

inmunoblot. De entre los sueros anti-Ro, se observó que los enlaces de éste 

péptido son casi completamente concordantes con los del péptido de 52 kD 

encontrado en los linfocitos, lo que conlleva a la sospecha de que los dos péptidos 

están relacionados estrechamente al nivel de su estructura primaria. 

El antígeno Ro purificado, comúnmente compuesto de péptido de 60 kD y 

fragmentos de ARN, puede prepararse por medio de cromatografía en cantidades 

que llegan a los miligramos (Yamagata, 1984), por lo que sintetizado de esta 

forma, el antígeno puede utilizarse en pruebas de fase sólida. 

Las asociaciones inmunogenéticas de anti-Ro con lupus, no han sido 

esclarecidas. Se ha reconocido anti-Ro relacionado con HLA-DR3 (Pisetsky, 1992) 

y con HLA-DR2 (Ahearn, 1982; Pisetsky, 1992). La asociación predominante es 

con HLA-DQ, considerando que el riesgo de enfermedad es en HLA-DR, o al 

menos algún otro que HLA-DQ en el haplotipo HLA-B8, DR3 (Pisetsky, 1992). Se 

ha reportado que la asociación más poderosa es con DQ y que casi todos los 

pacientes con anti-Ro tienen una glutamina en la posición 34 en la secuencia de 

aminoácidos de la cadena a de DA y una leucina en la posición 26 de la cadena $ 

de DQ (Reveille, 1991). 

El papel de los linfocitos T ha sido de especial interés, no sólo en las 

respuestas de antígenos individuales sino también en la posible situación de 

patogénesis de la enfermedad y de la autoinmunidad.



  

Las asociaciones de anti-Ro con HLA y los alelos del receptor de la célula T, 

proveen una evidencia obligada para apoyar que la respuesta de autoanticuerpo 

está dada por un antígeno como mecanismo para la generación de 

autoanticuerpos anti-Ro, más que la activación policlonal no específica de células 

B. La activación policlonal de células B se ha propuesto como el mecanismo para 

la generación de autoanticuerpos de LES (Klinman, 1987). 

Los anticuerpos anti-Ro, se han asociado con alelos de la región constante del 

receptor de la célula T en el gen B de los pacientes con lupus (Frank, 1990). 

Por último, estudios realizados por Reichlin y colegas (1989ab) demostraron 

que existe un amplio espectro de especificidad para los antígenos Ro de 

diferentes especies. 

Junto con las asociaciones de DQ y el receptor de célula T, la evidencia 

convincente de que el Ro humano es el antígeno, se apoya en que se conoce que 

un complejo trimolecular es el que se involucra en la generación de respuestas 

autoinmunes de anti-Ro. Esto está de acuerdo con el modelo en auge, para el 

control de respuesta heteroinmune incluyendo el involucro de HLA de clase ll y el 

receptor de célula T en regulación inmune. Si esto es cierto, entonces el 

autoantígeno Ro podría interactuar con muchos de los patrones e interacciones 

moleculares del sistema inmunorregulador como si fuera un antígeno extraño 

ordinario. 

Anticuerpos contra SS-B/La 

Estos anticuerpos comparten muchas características con los anticuerpos anti- 

Ro. Aunque no se ha demostrado que medien directamente el daño tisular, los 

anticuerpos anti-SS-B son un producto del complejo de alteraciones 

inmunorreguladoras fundamentalmente de la enfermedad autoinmune. 

En la mayoría de los sueros de los pacientes, los anticuerpos anti-SS-B 

expresan ambas cadenas ligeras x y 4, indicando una respuesta policlonal de 

células B más que una respuesta oligoclonal (Pisetsky, 1992). 
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En los sueros de pacientes con LES y SjS, la clase de IgG predominante es la 

IgG1, con niveles mucho menores de IgG3 y con lgG2 e lgG4 virtualmente no 

detectables (Pisetsky, 1992). 

Los anticuerpos anti-SS-B reaccionan con tres regiones no sobrepuestas en la 

región amino (A), media(C), y carboxilo (D) en la molécula La humana. La 

inmunoafinidad de los anticuerpos anti-La A, anti-La C y anti-La D no presentó 

reacción cruzada con ninguno de los fragmentos de La; de aquí que, estas 

reactividades representan poblaciones independientes de anticuerpos (Pisetsky, 

1992). 

Anticuerpo Scl-70 ( Topoisomerasa |) 

El anticuerpo contra la enzima topoisomerasa | se detectó por primera vez 

utilizando inmunodifusión doble. El antígeno se denominó Scl-70 debido a que su 

reactividad era específica para algunos sueros de pacientes con esclerodermia el 

cual tenía un peso molecular de 70 K Da cuando se llevó a cabo la extracción 

tisular del antígeno. En 1986, Shero y cols. identificaron el Scl-70 como 

topoisomerasa l, la cual es una enzima que se encarga de catalizar la relajación 

de la superhélice del ADN. Es estable durante el ciclo celular y puede tener una 

función en la transcripción de genes de ARN ribosomal humano. 

Diversos estudios de los epítopes de la topoisomerasa | han confirmado 

que los sueros anti-topoisomerasa | reconocían una región cercana al sitio activo 

del enzima. Maul (1983), quien fuera el que confirmó esta suposición, encontró 

que 9 sueros de pacientes reconocían un nonadecapéptido que contenía 11 

residuos de esta región de la topoisomerasa | pero rodeado por 8 residuos no 

relacionados a la topoisomerasa !. Este péptido contiene un trecho de 6 residuos 

encontrado también en la molécula p30 en el virus de sarcoma felino (Jarzabek- 

Chorzelska, 1986) Los autores propusieron que los anticuerpos 

antitopoisomerasa | surgen como respuesta a una reacción cruzada durante el 

curso de una infección viral. 

Se han comparado 4 métodos para la detección de antitopoisomerasa |; 

ELISA, inmunoblot, difusión doble e inhibición de la actividad enzimática de la 
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topoisomerasa | (Hildebrandt, 1990). La difusión en gel identificó la presencia de 

anticuerpo en 19 pacientes mientras que ELISA identificó 31 e inmunoblot 36, lo 

que hizo concluir que el Western blot y ELISA son mucho más sensibles que 

difusión doble por lo que cualquiera de estos métodos deberá usarse en la prueba 

inicial. Este resultado era de esperarse considerando estudios hechos con otras 

sistemas. Sin embargo, hay que tener en mente que mientras el antígeno no se 

tenía cuando menos parcialmente purificado, es la técnica de doble difusión lo que 

ha permitido identificar diferentes sistemas de anticuerpos. Juarez (1988), 

encontró que todos los sueros positivos por inmunodifusión eran positivos en 

inmunoblot así como en ELISA y también en inhibición de actividad enzimática. 

Utilizando la inhibición de la actividad enzimática como un verdadero positivo, se 

encontró que la sensibilidad del ensayo de difusión en gel es de 79% y 

especificidad de 100%; la sensibilidad de ELISA es 100% y especificidad de 98%, 

la sensibilidad de Western blot es 100% y especificidad de 97%. 

Anticuerpos anti-histona (AAH) 

Las histonas son proteínas pequeñas unidas al ADN, ricas en aminoácidos, 

y representan el componente proteico más abundante en el núcleo de células 

eucariotas. Las histonas se clasifican en: histonas H1, H2A, H2B, H3 Y H4. Las 

histonas y el ADN se asocian para formar las unidades básicas de la cromatina y 

nucleosomas. Dos moléculas de cada histona; H3 y H4 forman un tetrámero 

central (H3-H4)2 flanqueado por dos dímeros de H2A-H2B. El octámero 

resultante, compuesto de dos moléculas de cada tipo de histona, se asocia con 

aproximadamente 146 pares de bases de ADN que están enrolladas en 

superhélice alrededor de las histonas para formar una partícula central de 

nucleosoma. 

Los anticuerpos anti histona (AAH), son tan abundantes como su contra 

parte anti-ADN en enfermedades reumáticas (Rubin, 1987). Sin embargo, a pesar 

de su importancia y frecuencia en algunos síndromes clínicos, los AAH no han 

recibido la atención que se les ha dado a otros anticuerpos antinucleares. La 

razón por la que existen muchas discrepancias en los reportes de los estudios de 
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estos anticuerpos, es la dificultad de purificar las histonas, las cuales en las 

pruebas, generalmente se encuentran contaminadas con proteínas no histona o 

con ADN. Se han realizado estudios que utilizan técnicas poco confiables para 

determinar la actividad de los AAH tales como inmunofluorescencia utilizando 

núcleos extraídos con ácido y reconstituidos con varias fracciones de histona. 

Los métodos que son más seguros y sensibles se llevan a cabo en fase sólida, los 

cuales incluyen inmunoblot, ELISA y radioinmunoensayo. 

Debe hacerse énfasis en que las proteínas se  desnaturalizan 

frecuentemente por el proceso de electroforesis-electroblot, de ahí que los 

epítopes de las histonas que dependen de la estructura conformacional no se 

reconocerán en esta prueba. Esto puede llevar a discrepancias en la especificidad 

de AAH cuando se comparan los resultados de inmunoblot con los de ELISA. 

(Pisetsky, 1992) 

Anticuerpos contra antígenos nucleolares. 

Se han identificado algunos antígenos nucleolares. 

RNA polimerasa l. El RNA polimerasa es un complejo enzimático que transcribe 

el código de moléculas precursoras del ARN ribosomal (ARNr) (Reimer, 1987). 

Usando polimerasa | de conejo se encontró que el antígeno se localiza en una 

distribución nucleolar puntual en células de interfase y sugieren que estas áreas 

contengan complejos transcripcionales de ARN polimerasa | y genes de ARNr 

(Scheer, 1984). Durante la mitosis, el antígeno localizado en la región 

organizadora nucleolar cromosomal y genes de ARNr transcripcionalmente activos 

se encontraron en los centros fibrilares nucleolares usando inmunocitoquímica 

microscópica. 

Fibrilarina. Esta proteína se detectó por primera vez por su reacción en suero de 

pacientes con esclerodermia. El epítope de fibrilarina reconocido por el anticuerpo 

humano se detecta en el nucleolo de animales y plantas (Reimer, 1988). 
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PM-ScI. Es un antígeno presente en el nucleolo y en el nucleoplasma (Reimer, 

1990; Tan, 1989). Este antígeno consiste de un complejo proteínico de 11 

unidades, las cuales tienen un peso molecular entre 110 a 20 kDa. 

Anticuerpos anticentrómero. 

Los anticuerpos anticentrómero (AAC) se describieron por primera vez en 

1980 por Moroi y colaboradores (1980). Estos anticuerpos se encontraron en 

algunos pacientes con esclerodermia, particularmente aquellos que sufrían 

calcionosis, fenómeno de Raynaud y CREST (Catoggio, 1983; Fritzler,1980; 

Kallenberg, 1982; Moroi,1980; Tan,1980). El significado clínico específico que 

mejor se correlaciona con la presencia de ACA es el fenómeno de Raynaud 

(Cattogio, 1983; Earnshaw, 1986; Fritzler,1980; Tan, 1980). 

Existen 3 antígenos centroméricos reconocidos: CENP-A (17kDa), CENP- 

B(80kDa) y CENP-C (140kDa) (Earnshaw, 1985). El primero, CENP-A , es una 

proteína de bajo peso molecular, la cual usando inmunofluorescencia se encuentra 

depositada cerca del dominio más expuesto del cinetocoro, por lo que se deduce 

que puede jugar un papel en la función del cinetocoro durante la mitosis. En un 

estudio que realizó Palmer y cols.(1991), se encontró que CENP-A tiene 

secuencias muy parecidas a las regiones de H3 mientras que otros segmentos de 

CENP-A no se relacionan con esta histona o a cualquier otra. 

CENP-B es en antígeno centromérico más abundante y parece ser 

reconocido por todos los sueros que contienen AAC. Este antígeno es una 

proteína de unión del ADN que se une a una secuencia de 17 pares de bases en 

el «ADN (Masumoto, 1989). Algunos estudios de los cromosomas utilizando 

inmunofluorescencia y anticuerpos específicos contra CENP-B revelaron que 

existen niveles de variación del antígeno dependiendo del cromosoma (Earnshaw, 

1987). Debido a que CENP-B es una proteína de la cadena a del ADN rica en 

heterocromatina, no es de sorprenderse que la proteína se observe en niveles 

variados dependiendo del cromosoma debido a que la cadena a del ADN exhibe 

tal variabilidad. CENP-B se detecta en la heterocromatina directamente junto al 

cinetocoro en una banda que se extiende al interior del centrómero (Cooke, 1990). 
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CENP-B es un objetivo importante en la inhibición mitótica causada por la 

inyección de suero autoinmune (Bernat, 1990; 1991). 

CENP-C es la proteína centromérica más pesada y se ha demostrado que 

está ausente en el centrómero inactivo de un cromosoma dicéntrico estable por lo 

tanto, se requiere para la actividad del cinetocoro (Earnshaw, 1989). Se localiza 

en el collar del kinetochore. Se encontró anti-CENP-C en 37 de 39 sueros con 

AAC (Earnshaw, 1986). 

El significado clínico de los AAC depende en el método utilizado para su 

detección. Si se utiliza inmunofluorescencia usando células HEp-2, se encontrará 

como patrón granular. Si se utiliza algún extracto de tejido no se observará el 

patrón centromérico. Por lo tanto, es importante evaluar la presencia de estos 

anticuerpos para requerir la prueba específica de anticuerpos anti-centrómero. 

Una prueba de AAN llevada a cabo en forma rutinaria no descarta la presencia de 

AAC. 

Raramente se encuentran AAC en pacientes que no padecen síndrome de 

Raynaud con o sin enfermedad de tejido conectivo. Se han encontrado AAC en 

pacientes con síndrome de Raynaud y síndrome de Sjógren, pacientes con 

síndrome de Raynaud y tiroiditis de Hashimoto, y en pacientes con síndrome de 

Raynaud y artritis reumatoide (Earnshaw, 1986; Weiner, 1988). Las mujeres son 

más susceptibles a presentar AAC que los hombres. 

El inmunoblot no es más sensible que IFl para detectar AAC, pero es capaz 

de distinguir entre las reacciones de CENP. No hay justificación clínica para usar 

esta técnica ya que es más difícil y lleva más tiempo. 

La proteína de fusión CENP-B recombinante usada en ELISA es un poco 

más sensible que IFI. La técnica de ELISA es más sencilla y puede analizar 

mayor cantidad de sueros en un tiempo determinado. (Rothfield, 1987; 

Weiner, 1991) 
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Antígeno nuclear de células proliferantes. 

La transición de la quiescencia a la síntesis de ADN en el ciclo de la célula 

eucarionte involucra la síntesis de proteínas reguladoras y proteínas asociadas 

directamente con la maquinaria de la replicación del ADN. El antígeno nuclear de 

células proliferantes (PCNA)/ciclina la cual se conserva muy bien durante la 

evolución (Susuka, 1991), puede tener un lugar crucial entre estas dos categorías 

de proteínas. Se descubrió, por medio de técnicas de inmunofluorescencia, como 

un autoantígeno asociado con sitios de la replicación del ADN en el núcleo de las 

células proliferantes; y como una proteína (separada por electroforesis en gel en 

dos dimensiones) sintetizada durante la fase tardía G1 y fase S en respuesta a los 

mitógenos (Miyachi ,1978; Mathews, 1984; Bravo, 1986). 

Posteriormente se identificó al PCNA/ciclina como la proteína auxiliar de la 

SsADN polimerasa (Prelich, 1987; Bravo, 1987), la cual sintetiza la cadena madre 

del ADN (Bambara, 1991). Se demostró que la PCNA se acumula en sitios de 

síntesis de ADN, en un complejo de pre-iniciación, casi 15 minutos antes de que la 

replicación comience (Kill, 1991). Por medio de la interacción con el complejo 

proteína 1 activadora (RF-C) — ADN cebado, el PCNA parece regular la unión de 

S¿ADN polimerasa (Lee, 1990; Shivji, 1992). 
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IL OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

+ Demostrar la presencia de anticuerpos antinucleares de diferente 

especificidad en el suero de pacientes con enfermedades autoinmunes. 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

| e Investigar la utilidad de la determinación de diferentes anticuerpos 

antinucleares específicos en un suero positivo. 
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v. RESULTADOS 

Anticuerpos antinucleares por inmunoperoxidasa 

De los 25 sueros estudiados, trece resultaron reactivos a anticuerpos 

antinucleares y el resto fueron negativos. Los patrones observados (cuadro5) 

fueron: mixto cinco (figura 1), moteado o granular tres (figura 2), nucleolar tres 

(figura 3), y homogéneo dos (figura 4). 

Otro patrón de interés no observado fue el centrómero (figura 5). 

Especificidad de los anticuerpos antinucleares por ELISA 

Las dos muestras que resultaron positivas con patrón homogéneo por 

inmunoperoxidasa fueron positivas para anticuerpos contra ADN por ELISA. De 

las tres muestras en que se observaron anticuerpos contra el nucleolo, dos 

tuvieron especificidad contra Scl-70. En una de ellas no se pudo identificar 

ninguna especificidad. Las muestras con anticuerpos reportados como moteados 

o granulares, los anticuerpos fueron contra Sm y RNP en uno, RNP y SS-B en otro 

y en el último contra SS-B y Sm. De los reportados como patrón mixto en dos se 

pudieron identificar anticuerpos contra Sm, en uno SS-A y SS-b. En otros dos, no 

se pudieron identificar anticuerpos ya previamente descritos, y en otro anti-RNP. 
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La principal razón para ordenar una prueba de inmunoperoxidasa es para 

confirmar el diagnóstico clínico de una enfermedad reumática sistémica tal como 

LES. 

La habilidad de realizar una prueba confiable depende de diversos factores 

técnicos, uno de los más importantes es la elección de sustratos (Molden, 1984; 

McCarty,1984; Beutner, 1972). 

La técnica consiste en fijar en una placa el sustrato que contiene los 

antígenos nucleares, los cuales pueden ser secciones de riñón de animal o 

cultivos de células de epitelio humano (HEp-2). Una vez fijado el sustrato, se 

coloca la muestra sobre él y se incuba durante un periodo de 30 minutos a 

temperatura ambiente en una cámara húmeda. Pasado ese tiempo, se elimina el 

exceso de suero y se coloca la inmunoglobulina anti-humana conjugada con 

peroxidasa y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lava el 

exceso de inmunoglobulina anti-humana y se agrega el sustrato de la enzima, 

H202. Se lava la laminilla 3 veces y se coloca un cubreobjetos sobre la laminilla y 

se examinan en el microscopio. (Apéndice VII!.!) 

La reactividad antigénica de los diferentes tipos de anticuerpos antinucleares y 

el patrón que presentan se presentan en los cuadros 3 y 4. (Molden, 1984; 

Nakamura, 1984; McCarty, 1984; Notman, 1975; Tan, 1982). 

IV. 2 Ensayo inmunoenzimático 

Los reactivos y el procedimiento de esta técnica son aplicables para medir 

los anticuerpos presentes en plasma, suero y otros fluidos, tales como espinal, 

pleural o sinovial, así como en medios de cultivo celulares. Los ensayos de fase 

sólida han empezado a reemplazar los ensayos convencionales para anti-ADN y 

anti-histona. Muchas macromoléculas (excepto ADN nativo) se unen rápidamente 

a microplatos de poliestireno. Puede lograrse que el ADN nativo se una al 

poliestireno ya sea directamente, en regiones limitadas en la cadena simple; o a 

través de un pre-cubierta de proteína-polipéptido básica en la pared del vaso. Si 
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IV. METODOLOGÍA 

Se usaron sueros de pacientes con LES, los cuales fueron positivos para la 

presencia de anticuerpos antinucleares en laboratorios clínicos de rutina. 

La dilución inicial será de 1:40 usando solución amortiguadora de fosfatos. 

Se ha demostrado que a esta dilución los anticuerpos antinucleares normalmente 

son negativos a excepción de personas mayores de 50 años en quienes hasta un 

30 por ciento de los casos pueden ser positivos, por lo tanto, se usaron 25 sueros 

provenientes de pacientes cuyas edades se encuentran entre 20 y 50 años. Se 

descartaron todas aquellas muestras que se observaron contaminadas. Una vez 

tomado el suero, la muestra se conservó en congelación a una temperatura de — 

20%C. 

Como fuente de antígenos nucleares tuvimos células HEp-2 usando 

peroxidasa como indicador. El equipo para la determinación de AAN fue 

Colorzyme (Immuno Concepts, N.A. Ltd., Sacramento CA USA). 

IV.I Técnica de inmunoperoxidasa para anticuerpos antinucleares 

La técnica de inmunoperoxidasa se basa en el mismo principio que la 

técnica de inmunofluorescencia. A diferencia de la última, en esta técnica la 

inmunoglobulina anti-humana está conjugada con peroxidasa, en lugar de 

fluoresceína, y se produce una reacción de color al añadir el substrato y un agente 

oxidante como es el agua oxigenada o el ácido clorhídrico. 

La ventaja de esta técnica es que se utiliza un microscopio de luz, en lugar 

del microscopio de fluorescencia y que las muestras pueden guardarse por años 

para su análisis posterior. Esta técnica nos proporciona buena sensibilidad, 

reproducibilidad y un procesamiento relativamente fácil (Molden, 1984; Nakamura, 

1984). Muchos laboratorios utilizan primero esta técnica para rastrear la presencia 

de AAN en un suero antes de utilizar otras técnicas tales como inmunodifusión, 

contrainmunoelectroforesis, radioinmunoensayo y los inmunoensayos enzimáticos, 

que son utilizados para definir la especificidad del anticuerpo (McCarty, 1984). 
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una anti-inmunoglobulina conjugada con una enzima se utiliza como reactivo 

detector, se previenen muchos problemas de seguridad y disponibilidad asociados 

con los radioisótopos. Estos ensayos, ELISAs, son versátiles ya que permiten que 

una variedad de inmunoglobulinas de clase específica o anticuerpos que unen 

complemento se utilicen como reactivos detectores. 

El principio del ensayo es que el antígeno esté fijado en la pared de un 

microplato en el cual se colocará el suero humano problema. Una vez que haya 

ocurrido la unión del antígeno con el anticuerpo presente en el suero, se añade 

una inmunoglobulina anti-humana con peroxidasa. Se agrega peróxido y un 

substrato secundario para formar un cromógeno mediante la acción enzimática de 

la peroxidasa. Se determina la densidad óptica de los contenidos de cada pozo y 

esos valores se utilizan como medidas de la cantidad de un anticuerpo específico 

unido a las paredes. (Noel, 1986) (Apéndice VII!.2) 
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Figura 1. Patrón mixto. Se pueden observar células que presentan patrón 
homogéneo y nucleolar. Este patrón no es específico para una enfermedad 
en particular. Aumento 10X 

  

Figura 2. Patrón granular o moteado. Se presenta en LES y EMTC. 
Recuadro a: aumento 10X. Recuadro b: aumento 40X. 
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Figura 3. Patrón nucleolar. No tiene una especificidad única pero cuando se 
presenta en título muy elevado se relaciona con esclerodermia. Recuadro a: 
aumento 10X. Recuadro b: aumento 40X. 
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Ss   
Figura 4. Patrón homogéneo. Este patrón está dirigido contra el ADN y la 
enfermedad con la que comúnmente se relaciona es con LES. 
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Figura 5. Patrón centrómero. Aumento 40X. 
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VI. DISCUSIÓN 

Todos los pacientes cuyos sueros fueron analizados en este trabajo tienen 

como diagnóstico LES. El patrón característico de esta enfermedad es el 

homogéneo con o sin moteado o moteado únicamente. Sin embargo, se encontró 

la presencia de otro tipo de patrones que probablemente definen otras 

enfermedades dentro de las consideradas como sistémicas reumáticas. Las 

muestras utilizadas en este estudio, fueron obtenidas de laboratorios de análisis 

clínicos en los que la investigación de anticuerpos antinucleares de pacientes con 

LES, había sido positiva por inmunofluorescencia. De las 25 muestras, 

únicamente en trece se demostró la presencia de anticuerpos antinucleares 

usando inmunoperoxidasa. De las trece muestras, en nueve fue posible identificar 

la especificidad de los AAN utilizando ELISA. 

Comúnmente se correlaciona LES con la expresión de AAN, especialmente 

con anti-ADN. Sin embargo, la actividad serológica y clínica puede disociarse en 

algunos pacientes ya que sólo algunas especificidades de anti-ADN son 

patogénicas y muestran las propiedades inmunoquímicas para promover la 

deposición renal y daño inflamatorio subsecuente. Los anticuerpos reactivos 

principal o exclusivamente con ADN nativo manifiestan una relación muy marcada 

con LES, mientras que la especificidad dirigida contra determinantes que se 

encuentran en el ADN de cadena simple, tiene poco significado diagnóstico ya que 

se encuentra en una variedad de enfermedades autoinmunes y del tejido 

conectivo (Pisetsky, 1992). 

El patrón homogéneo se encontró únicamente en dos de los sueros. Se 

identifica este patrón al observar una coloración sólida en el núcleo de la célula 

con o sin aparente encubrimiento del nucleolo. La región cromosómica de la célula 

mitótica en metafase es claramente positiva con una intensidad ligera o periférica 

mayor que, o igual que, el núcleo en interfase (figura 4). Los antígenos nucleares 

que presentan este patrón son ADN, DNP, histona. Se asocia con LES si se 

encuentra en títulos muy altos y cuando es menor el título, es sugestivo de LES o 

de otras enfermedades del tejido conectivo (Illei, 1999). 
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El patrón nucleolar se encontró en tres de los sueros que resultaron 

reactivos a AAN. Este anticuerpo presenta un patrón distinto al homogéneo. Al 

microscopio se observan manchas dentro del núcleo, generalmente menos de 6 

manchas por célula. La región no cromosómica de las células en mitosis muestra 

una fuerte coloración, mientras que la región no cromosómica presenta coloración 

débil (figura 3). Este anticuerpo está dirigido contra diferentes antígenos 

nucleolares tales como la RNA polimerasa l, la fibrilarina y el PM-Scl. Aunque 

estos 3 antígenos difieren en características y manifestaciones clínicas, se 

encuentran generalmente en personas que padecen esclerodermia, siendo el 

primero el más específico, por lo que se considera característico de la enfermedad 

(Pisetsky, 1992). 

El patrón granular o moteado se encontró en tres del total de sueros 

reactivos a AAN. Este patrón lo presenta la reacción de anticuerpos dirigidos 

contra constituyentes no nucleares que no son ADN. Estos pueden ser anti-Sm o 

anti-RNP. El primero se encuentra en pacientes con LES y el segundo, cuando 

la concentración es muy elevada, define la enfermedad mixta del tejido conectivo, 

pero también se encuentra en aproximadamente del 30% al 40% de los pacientes 

con LES. Otro antígeno nuclear que presenta este patrón es el Scl-70 el cual está 

presente en personas que padecen esclerodermia (Pisetsky, 1992). Al 

microscopio se observa una coloración fina o granulosa del núcleo generalmente 

sin coloración en el nucleolo. La región no cromosómica de las células en mitosis 

en metafase presenta una coloración muy fuerte mientras que la región 

cromosómica está débilmente coloreada (figura 2). 

Estos patrones fueron claramente identificados comparando la coloración 

que presentaron con el patrón control positivo utilizado gracias a que la tinción se 

llevó a cabo de manera adecuada y siguiendo las recomendaciones de control de 

calidad que establece la compañía de estos kits. Especialmente se tuvo cuidado 

en que los reactivos estuvieran bien preparados, almacenados y no caducos. Se 

identificaron con nombre, fecha de elaboración y fecha de caducidad. Esto es muy 

importante ya que la reacción depende de las condiciones de los reactivos. La 

limpieza del material también es muy importante en este tipo de análisis y se debe 

29



  

evitar por completo la contaminación cruzada de todos los reactivos y muestras a 

evaluar. Esto se comprobó cuando en alguna ocasión durante el análisis, el 

duplicado de una muestra no parecía tener un patrón claro mientras que en la otra 

laminilla, se observaba claramente el patrón intenso y característico de reacción 

antinuclear. 

Algo difícil de interpretar es la discrepancia con la positividad de los AAN 

obtenida por inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa. Esta segunda técnica, ha 

sido reportada tener la misma especificidad y sensibilidad que la IFl por lo que 

tendremos que asumir que en alguna forma por la técnica de inmunofluorescencia 

que usó uno de los laboratorios clínicos, hubo reporte de falsos positivos. El 

estudio posterior de las muestras por otro laboratorio haciendo IFl, reportó datos 

semejantes a los que se presentan en este trabajo. En cuanto al patrón, no 

podemos hacer ningún comentario, ya que la información recibida fue de que las 

muestras eran positivas para AAN, sin tener el patrón específico observado. 

Para conseguir una buena interpretación de los resultados el control de 

calidad en la prueba de inmunoperoxidasa es una parte esencial. En cada 

laminilla se tiene una celda especial para el control positivo, negativo y el blanco 

de PBS. El control positivo deberá mostrar una coloración azul púrpura en el 

núcleo de las células, con el patrón característico del suero control utilizado. El 

control negativo deberá mostrar una coloración azul púrpura muy tenue en el 

citoplasma y núcleo, pero sin ningún patrón característico. El control del 

amortiguador de fosfatos (PBS) se utiliza para observar una coloración no 

específica producida por el reactivo de anticuerpo-enzima y no deberá exhibir 

coloración azul. Si los controles no aparecen como se describe, entonces los 

resultados no son válidos y se deberá repetir la prueba. 

Para reportar los resultados se lista la última dilución en la cual el patrón es 

claramente visible. Cuando existe una reacción fuerte en la dilución 1:2560, se 

reporta como mayor que 1:2560. Los títulos 1:40 y 1:80 se consideran títulos 

bajos; 1:160 a 1:320 se consideran títulos medios, y 1:640 y mayor se consideran 

títulos altos. 
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Las células mitóticas son útiles para diferenciar patrones que pudieran 

confundirse, por ejemplo, el homogéneo con un granular difuso. En este caso la 

célula mitótica en el patrón homogéneo presentará una fuerte coloración en la 

región cromosómica de la célula en mitosis, mientras que en el patrón granular, la 

región fuera de los cromosomas mostrará una reacción moteado fino. Existen 

otros casos en los cuales se puede diferenciar ciertos patrones gracias a la 

coloración que presentan las células en mitosis, lo cual es una gran ventaja sobre 

otras técnicas en las cuales no se puede diferenciar (utilizando como substrato 

cultivo de tejido animal), o que incluso no puede observarse adecuadamente el 

patrón. 

El estudio adicional de la especificidad del AAN que es motivo del presente 

trabajo, nos muestra varios aspectos fundamentales. El primero, es que no en 

todas las muestras positivas, es posible identificar uno de los anticuerpos 

plenamente descritos, por lo que queda aún mucho por hacer en este campo. 

Segundo, que es posible que debido al conocimiento de la especificidad de los 

AAN, no todos los pacientes tengan LES, sobre todo considerando aquellos en los 

cuales el patrón de inmunoperoxidasa se reporta nucleolar y la especificidad como 

Scl-70. Es posible que estos pacientes correspondan al grupo conocido como de 

esclerodermia o enfermedad afín con ésta. 

Además de lo arriba mencionado, no hay la menor duda de que de las trece 

muestras estudiadas, tres de ellas independientemente del patrón reportado, la 

especificidad corresponde a Sm que se ha descrito como un marcador encontrado 

únicamente en pacientes con LES. En otras dos muestras en que tenemos 

anticuerpos contra RNP y SS-B, es posible que correspondan a pacientes con 

síndrome de Sjógren y lupus y/o con enfermedad mixta del tejido conectivo. 

Estas observaciones, son por sí solas importantes para sustentar lo 

fundamental que es el determinar la especificidad de los AAN en toda muestra en 

que éstos se reportan como positivos cuando se hace la prueba de tamizaje. 

Es fácil entender que en ocasiones esto no es posible debido al costo de las 

pruebas de laboratorio o que éstas no se hagan de manera rutinaria en el sitio 

donde se pidan los AAN. Sin embargo, teniendo el conocimiento de la posibilidad 
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de tener un diagnóstico con una sola prueba y que éste pueda ser cambiado en el 

momento en que se solicita la especificidad del anticuerpo, además del costo 

beneficio que pueda tener un paciente al ser tratado correctamente, este tipo de 

estudio deberá ser parte del arsenal de pruebas de laboratorio de todo médico que 

ve pacientes con enfermedades sistémicas reumáticas. 
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Vil. CONCLUSIÓN 

Es relevante la importancia de la determinación de un perfil de anticuerpos 

antinucleares ya que la buena identificación de los patrones que manifiestan estos 

anticuerpos llevará al médico a diagnosticar la enfermedad reumática que se 

padece, considerando las manifestaciones clínicas, y así proporcionar un mejor 

tratamiento de control y seguimiento de la enfermedad. 

El papel del laboratorio es fundamental como apoyo en el diagnóstico 

clínico y, mientras sea mejor el servicio que brinde, el médico buscará más de su 

soporte para diagnosticar, en este caso, enfermedades reumáticas. 

Aunque los AAN se consideran característicos de algunas enfermedades 

reumáticas, muchas veces se manifiestan en situaciones distintas. El realizar un 

perfil de AAN ayuda también a identificar estas situaciones. 
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VIII. APÉNDICES 

VIll.l Determinación de anticuerpos antinucleares por inmunoperoxidasa 

indirecta 

Material 

e Portaobjetos con sustrato de células HEp-2 

e Medio de montaje 

e Tiras de papel filtro 

e Micropipetas 

e Tubos de ensaye 

e Cámara húmeda 

e Recipiente para lavar portaobjetos 

e Agitador magnético 

e Botella de plástico para lavado 

e Cubetas 24 x 60mm 

e Microscopio de luz 

Reactivos 

e Muestra problema 

e Control positivo 

e Control negativo 

. Conjugante peroxidasa universal 

e Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 

Procedimiento. 

1. Reconstituir los controles liofilizados y el PBS con agua destilada 

2. Preparar la dilución apropiada para el tamizaje del suero 

3. Mezclar por inversión



  

4. Sacar el número necesario de portaobjetos del congelador y dejar que llegue a 

la temperatura ambiente dentro de la bolsita de estaño (20 minutos) 

5. Equilibrar todos los reactivos a temperatura ambiente 

6. Sacar los portaobjetos de las bolsas y colocarlos en la cámara húmeda 

7. Inmediatamente añadir 25 ul de los controles o de los sueros diluidos a los 

pocillos correspondientes 

8. Tapar la cámara húmeda. Incubar los portaobjetos a temperatura ambiente 

durante 20 minutos 

9. Lavar cada portaobjetos suavemente con un chorro de PBS. Aplicarlo sobre los 

pocillos de forma que el PBS lave sobre cada pocillo, pero sin dañarlos 

10.Secar cada portaobjetos y secar el exceso de PBS, alrededor de los pocillos 

utilizando las tiras de papel filtro. Evitar tocar con las mismas es substrato. 

11.Poner los portaobjetos en la cámara húmeda e inmediatamente añadir 1 gota 

de conjugado de peroxidasa, a cada pocillo 

12.Tapar la cámara húmeda. Incubar durante 20 minutos a la temperatura 

ambiente. 

13.Lavar cada portaobjetos suavemente con un chorro de PBS 

14.Lavar los portaobjetos durante 10 minutos en un excipiente con PBS. Añadir el 

agua oxigenada e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. 

15.Lavar nuevamente con PBS para quitar el exceso de reactivos. 

16. Eliminar el exceso de humedad. 

17.Utilizar el medio de montaje para cubrir el portaobjetos de manera que se evite 

la formación de burbujas. 

18.Observar en el microscopio de luz a 10X y 40X. 
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IX. GLOSARIO 

Antígeno leucocitario humano (HLA): Se refiere a cualquier complejo de 

histocompatibilidad humano clase l o ll. 

Complejo mayor de histocompatilidad (CMH) : Grupo de genes que codifica 

proteínas de superficie celular y que participan en la presentación de antígeno 

y constituye uno de los más importantes. Se divide en tres grupos: CMH clase 

Il, CMH clase ll, y CMH clase lll. A la clase | pertenece cualquiera de las 

proteínas heterodiméricas de superficie codificadas por el locus A, Bo C del 

| CMH, que funcionan principalmente en la presentación de antígeno a linfocitos 

T CD8. A lla clase ll pertenecen las glucoproteínas heterodiméricas de 

superfice codificadas por el locus DR, DP o DQ del CMH, que funcionan 

principalmente en la presentación de antígeno a linfocitos T CD4. Y por último, 

a la clase lll pertenecen las proteínas codificadas por un conjunto de genes 

situados en entre los loci CMH clase | y ll pero que no están relacionados 

funcional ni evolutivamente con los genes de clase | y Il y no desempeñan 

función alguna en la presentación de antígeno. 

Fenómeno de Raynaud: El fenómeno de Raynaud es un evento vasoespásmico, 

trifásico, que puede ser idiopático o estar asociado a enfermedades colágeno- 

vasculares, principalmente esclerosis sistémica progresiva a quien puede 

preceder hasta por dos años, se caracteriza por episodios de palidez, cianosis 

y eritema reflejo, así como hipotermia, afecta regiones acrales y se 

desencadena habitualmente por el frío, aunque puede presentarse 

espontáneamente. 

Inmunodifusión radial: Técnica para cuantificar antígenos con inmunodifusión, 

en la cual se permite que el antígeno se difunda radialmente en agar que 

contiene anticuerpos. El anillo de precipitación que se forma como resultado 

refleja la concentración del antígeno. 

Síndrome de CREST: Denominación dada a la combinación de calcinosis, 

fenómeno de  Raynaud, dismotilidad esofágica, esclerodactilidad, y 

telangiectasia. 
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VIII.2 Determinación de especificidad de los anticuerpos antinucleares 

Material 

e Placas de inmulon con antígenos pegados contra ADN, SS-A, SS-B, Scl-70, 

Sm, RNP. 

e. Pipetas eppendorf calibradas hasta para 100ul 

. Puntas para pipeta eppendorf 

. Espectrofotómetro para placas 

Reactivos 

e Muestras 

e Controles positivos 

e Control negativo 

e  Conjugado de peroxidasa universal 

e Amortiguador de fosfatos (PBS) 

Procedimiento. 

Reconstituir controles 

Preparar la dilución apropiada de las muestras positivas para AAN 

Aplicar 50ul de muestra en cada uno de los pocitos 

Incubar a temperatura ambiente por 60 minutos 

Lavar la placa con solución amortiguadora de fosfatos por dos veces 

Aplicar anti gamma globulina humana con peroxidasa (100ul). 

incubar a temperatura ambiente por 30 minutos 

PP
 
A
A
 

O
—
p
p
w
N
 

es
 

Agregar 20ml de cromógeno e incubar por diez minutos a temperatura 

ambiente 

o Poner 10ul de peróxido de hidrógeno. 

10. Leer coloración en cada pocito.
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