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1. RESUMEN 

Todos los ratones normales y autoinmunes tienen autoanticuerpos naturales que 
reconocen eritrocitos brome/inizados (EBr). El epftope principal que se expone con este 
tratamiento enzimático es la fosfatidi/colina (FTC), fosfo/ipido de carga neutra /oca/izado 
en la cara externa de la membrana de las células. Estos anticuerpos que reconocen FTC 
son de /sotipo lgM y los producen prlnc/pa/menre /as células B Ly-1• (CD5+;, un 
subgrupo de células B a las que se les ha atribuido la función de producir 
autoantlcuerpos naturales de clase /gM. También se ha visto que en el ratón los 
anticuerpos anti-fosfatidilco/lna (aFTC) son codificados por cuando menos 5 genes V.,. 
Recientemente describimos el caso de un paciente con anemia hemolitica autolnmune 
y tltu/os altos de anticuerpos anti-cardiolip/na de clase lgM que tienen reactividad 
cruzada con FTC y que portan el idiotipo 16/6 codificado por genes de //nea germinal. 
Encontramos además que dichos anticuerpos reconocen eritrocitos humanos y de ratón 
bromelln/zados y envejecidos in vitro. Tomando en cuenta los antecedentes anteriores 
se plantearon los siguientes objetivos: 1. Determinar si hay aFTC en sueros de una 
población humana normal. 2) Do terminar el isotipo de /os aFTC. 3) Determinar si estos 
anticuerpos tienen reativldad cruzada con otros fosfo/ipidos u otras proteínas. 4) 
Identificar el epltope que reconocen y 5) Determinar su capacidad hemolítica. 

Estudiamos por ELISA (/gG e lgM) la presencia de aFTC en el suero de 100 
individuos clínicamente sanos. Nuestros resultados muestran que el 85% de los sueros 
tienen aFTC de e/ase /gM a títulos bajos y ninguno tiene aFTC de clase /gG. Estudiamos 
además 13 de /os 100 sueros en /os siguientes ensayos: anticuerpos contra eritrocitos 
de ratón brome fin izados (ERBr) y eritrocitos humanos bromelinizados (EHBr), de isotipos 
/gG e lgM por citometría de flujo; factor reumatoide y anticuerpos anti-DNA por ELISA, 
e inmunoflorescencia indirecta (IFI) utilizando como sustrato células HEp-2. Los trece 
sueros tuvieron anticuerpos /gM contra ERBr y EHBr: de éstos, nueve se inhibieron con 
mice/as de FTC. Todos los anticuerpos de clase /gM aFTC se inhibieron también con 
fosforilcolina y ácido fosfat/dico. La reactividad de B de los sueros contra gama 
globul/na agregada (GGA) fué Inhibida con DNA y con mice/as de FTC. Seis sueros lgM 
anti-DNA positivos se inhibieron con DNA soluble, as/ como con GGA y FTC. Todos los 
sueros tuvieron anticuerpos de clase lgM contra filamentos Intermedios por IFI y todos 
reaccionaron contra vimentina purificada en el ensayo de lnmunoe/ectrotransferencia. 

Nuestro estudio muestra que la mayoría de /os individuos sanos tienen aFTC de 
clase /gM a títulos bajos y que estos anticuerpos reconocen fosfori/co/ina como epltope 
primario. Los anticuerpos aFTC detectados en sujetos sanos tienen capacidad 
hemolitica. El isotipo y la reacfividad contra antígenos evolutivamente conservados son 
carocteristicas de los autoanticuerpos naturales. 
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2.ABREVIATURAS 

Acetilcolina. 
Acido fosfatldico. 
Anticoagulante lúpico. 
Anticuerpo. 
Anticuerpos anti-cardiolipina. 
Anticuerpos anti-citoplásmlcos. 
Anticuerpos anti-fosfatidilcolina 
Anticuerpos anti-fosfatidiletanolamina 
Anticuerpos anti-fosfolípldos. 
Anticuerpos anti-nucleares. 
Antígeno. 
B,Gllcoproteína-1. 
Denota la participación de la cascada del complemento. 
Locus A del cuarto componente de la cascada del complemento. 
Locus B del cuarto componente de la cascada del complemento. 
Citoplásmico. 
Determinante de grupo número 4 (Closter Designation). 
Determinante de grupo número 5 (su contraparte en el ratón Ly-1 ). 
Cardloliplna. 
Desviación estándar. 
Acldo desoxirribonucléico. 
Acido desoxirribonucléico de cadena doble. 
Acido desoxirribonucléico de cadena simple. 
Densidad óptica leída a 405 nanometros (nm). 
Densidad óptica leída a 540 nanometros. 
·a-1,3 dextrán. 
Eritrocitos tratados con bromelina (bromelinizados). 
Acido etilendlamino tetracético. 
Eritrocitos homanos bromelinlzados. 
Ensayo inmunoenzimático (Enzyme linked immunosorvent assay). 
Enfennedad mixta del tejido conectivo. 
Eritrocitos de ratón bromelinlzados. 
Filamentos Intermedios. 
lsotioclanato de ftuoresceina (Fiuorescein lsothiocyanate) 
Fosfolípldo. 
Factor reumatoide. 
Fosforilcolina. · 
Fosfatidilcolina. 
Fosfatldlletanolamina 
Fosfatidilserlna. 
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g 
GGA 
GRr 
HEp-2 
HLA 
HIV 

H20oo 
HEPES 
IFI 
lgA 
lgG 
lgM 
INNSZ 
LBD 
LEG 
LlsoFTE 
M 
MEM 
MG 
N 
Neg 
NZB 
N'ZW 
PBS 
PAGE·SDS 

PN 
RIA 
RNP 
rpm 
SAF 
SAFP 
SBF 
sos 
SHN 
Sm 
TA 
TEMED 
TM 
TMA 
TPTA 
VDRL 

Aceleración de la gravedad. 
Gamaglobulina agregada. 
Globulos rojos de ratón. 
Línea celular de carcinoma de laringe humano (Human Epithelia1·2). 
Antígenos leucocitarias humanos (Human leukocyte Antigens). 
Virus de Inmunodeficiencia humana (Human lmmunodeficlence 
Virus). 
Agua destilada desionizada. 
(Acido N·[2-Hidroxletil]plperazina-N'-[etanosulfónlco]). 
lnmunofluorescencia indirecta. 
lnmunoglobulina A. 
lnmunoglobilina G. 
lnmunoglobulina M. 
Instituto Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán. 
Llpoproteínas de baja densidad. 
Lupus eritematoso generalizado. 
UsoFosfatidiletanolamina. 
Concentración molar. 
Medio esencial mínimo (Medio de cultivo). 
Moteado grueso. 
Concentración normal. 
Negativo. 
Cepa de ratones negros de Nueva Zelanda (New Zeland Whlte). 
Cepa de ratones blancos de Nueva Zelanda (New Zeland Black). 
Amortiguador salino de fosfatos (Phosphate buffer salina). 
Gel de poliacrilamlda con dodecllsulfato de sodio (Polyacrylamlde 
Gel with Sodium dodecyl sulfate). 
Concentración peso/volumen. 
Radio inmunoanállsis. 
Ribonucleoproteinas. 
Revoluciones por minuto. 
Síndrome de anti-fosfolfpidos. 
Síndrome de antl-fosfolípidos primario. 
Suero bovino fetal. 
Dodecil sulfato de sodio (Sodium Dodecyl Sulfate). 
Suero humano normal. 
Antígeno Smith. 
Temperatura ambiente (Aproximadamente 20 ºC). 
(N,N,N',N'-Tetrametil-etilendiamino). 
Trombomodulina. 
Trlmetilamonio. 
Tiempo parcial de tromboplastina activa. 
Exámen de laboratorio usado para diagnosticar sífilis (Venereal 
Disease Reference Laboratory). 
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V" Reglón variable de las cadenas pesadas. 
V, Reglón variable de las cadenas ligeras kappa. 
v. Reglón variable de tas cadenas ligeras. 
VN Concentración volumen/volumen. 
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3. GENERALIDADES 

3.1 Antecedentes históricos 

La asociación entre manifestaciones clínicas y presencia de anticuerpos anti

fosfolípldos (aFL) fué reportada primeramente en pacientes con lupus eritematoso 

generalizado (LEG), quienes presentaban trombosis u otras manifestaciones vasculares 

periféricas, antlcoagulantes circulantes y/o prueba serológlca para sífilis falsa positiva 

(1 ). No obstante, fue hasta que se desarrollaron técnicas más sensibles y específicas 

para la detección de anticuerpos anti·cardiollpina (aCL), que se pudo conocer la 

verdadera magnitud de esta asociación. Con la aplicación del radioinmunoanáiisls (RIA) 

(2) y posteriormente del ensayo inmunoenzimático (ELISA) (3), para la detección de los 

anticuerpos aCL, se hizo claro que en pacientes con LEG la presencia de anticuerpos 

aFL puede asociarse con diversas manifestaciones clínicas que constituyen un 

síndrome dentro de la enfermedad (4). Posteriormente se encontró que el síndrome 

puede presentarse en pacientes con títulos altos de aFL, y las manifestaciones clínicas 

a las que se ºasocian estos anticuerpos, en ausencia de datos clínicos o serológlcos de 

otra enfermedad primaria, se le denominó "síndrome de anti-fosfolipidos primario' 

(SAFP) (5·7), para distinguirlo del síndrome de antf.fosfolípidos secundario o asociado 

que se presenta primordialmente en pacientes con LEG. 
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3.2 Anticuerpos antl-fosfolípldos (aFL) 

Existen muchas circunstancias en las cuales los aFL pueden aparecer en un 

Individuo, las más importantes son: 1.· como anticuerpos naturales, en cuyo caso son 

autoanticuerpos codificados por genes de línea germinal; 2.· como resultado de la 

interacción de factores inmunogenéticos y factores ambientales: 3.· como consecuencia 

de una desregulaclón Inmune y/o activación policlonal lntrlnseca de una enfermedad 

autoinmune; 4.· como anticuerpos anti-ldiotlpo de otros anticuerpos; 5.- Inducidos por 

fármacos, y 6.· como resultado de procesos Infecciosos, en cuyo caso, la génesis de 

los anticuerpos aFL es principalmente dirigida por antígeno. 

3.2.1 Anticuerpos antl-fosfolípldos como anticuerpos naturales 

Todos los ratones normales tienen anticuerpos naturales de clase lgM contra ERBr 

(24, 25). El epítope que se expone con el tratamiento de estas células con bromelina, 

es la fosfalldilcolina (FTC), fosfolípldo de carga neutra localizado en la cara externa de 

la membrana de las células (26, 27, 28). La FTC que es el fosfolípido más abundante 

de la cara externa del eritrocito se encuentra recubierta por sialoglicoproteínas que 

pueden ser removidas por enzimas proteolíticas tales como la tiolproteasa bromelina 

(\3r) (29, 30). Los aFTC son en su mayoría de clase lgM, sin embargo, se han reportado 

autoanticuerpos naturales de clase lgG que están regulados por anticuerpos de clase 

lgM (31). Los anticuerpos de clase lgM son producidos principalmente, mas no 

exclusivamente, por células B Ly-1 +(CDs•) (32), un subgrupo de células B que expresa 

en su superficie el marcador conocido como CDS, que se pensaba era exclusivo de 
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linfocitos T. La proteína de membrana CDS no está relacionada con el receptor de 

superficie para el antígeno del linfocito B. Las células B CDs• representan del 10· 15% 

de los linfocitos circulantes y de bazo (33), y constituyen la mayoría de los linfocitos B 

del bazo fetal humano (34) y del cordón umbilical (35). A estas células se les ha 

atribuído la función de ser productoras de autoantlcuerpos naturales de clase lgM (36). 

En ratones se ha determinado que las células B CDs• que producen aFTC se 

encuentran concentradas en la cavidad peritoneal (37), y en las cavidades 

pleuropericárdicas (38). En estas cavidades las células B CDs• expresan un repertorio 

de anticuerpos diferente al de los linfocitos convencionales, lo cual aumenta la 

posibilidad de que la especificidad de estos anticuerpos dependa de un grupo 

particular de genes V" y VL. Se ha propuesto que estas diferencias se deben a 

mecanismos de selección celular que oper~ específicamente en la población de 

células B CDS+ o bien en ese sitio en particular. 

El uso de un grupo de genes por los anticuerpos que muestran reconocimiento 

contra ERBr ha sido demostrado por diferentes autores (39, 40, 41). En el trabajo de 

Andrade y colaboradores (41), se muestra la distribución relativa de diez genes V" y 

siete v, con lo que los autores concluyen que la distribución es dependiente de la 

localización de las células, su interacción con el medio ambiente que las rodea y la 

edad de los individuos. A la fecha los genes conocidos que codifican para los 

autoanticuerpos naturales contra ERBr son: V" 81X (7183), V" 300-19 (052), V" S107 

($107), V" X24 (X24), V" PB14 (J606), V" P6·3R1 (30-60), V" PNP N" 11) pertenecientes 

todos a la familia V" 11. De la familia V,, los que codifican para autoanticuerpos 
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naturales son: V, 1, V,4, V,6, V,9, V,21, v,22 y V,23. Algunos de estos anticuerpos tienen 

reactividad cruzada contra otros fosfolipldos zwitteriónicos y/o anlónicos incluyendo 

cardiolipina (26). 

Parece ser que en etapas tardias de la vida de ratones NZB, se incrementan los 

títulos de anticuerpos naturales contra FTC, fenómeno que coincide con un segundo 

brote de anemia hemolitica que los lleva a la muerte (42). Recientemente, nosotros 

describimos el caso de un paciente con anemia hemolítica y títulos altos de aCL de 

clase lgM con reactividad cruzada contra FTC (19). Los anticuerpos purificados de su 

plasma reconocieron ERBr y eritrocitos envejecidos In v/tro. Este último hallazgo nos 

sugiere que los autoanticuerpos contra FTC pueden participar en la eliminación de 

eritrocitos envejecidos. 

La noción de que los autoantlcuerpos aFL pertenecen al grupo de los 

autoanticuerpos naturales se apoya en los siguientes hallazgos: primero, la 

identificación de un ldiotipo relacionado con el idiotlpo público 16/6 (43) en el suero de 

pacientes con SAFP (44). Los anticuerpos que portan dicho ldiolipo son codificados por 

·genes de línea germinal que sufren poca o ninguna mutación somática (45); segundo, 

se encontró además que ~lgunos pacientes con SAFP tienen aumentado el número de 

células B CDs+ circulantes (46), subgrupo de células B que es producior de 

autoanticuerpos naturales, demostrado esto último en modelos murinos. 
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3.2.2 Factores lnmunogenétlcos y aFL 

En los famlllares de pacientes con LEG se encontró una alta prevalencia de aFL 

(especfficamente aCL), detectados por ELISA, comparados con la población normal no 

relacionada (47); aunado ésto a la presencia de aFL en los pacientes con LEG, que se 

encuentran relacionados con marcadores del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC), particularmente con ·componentes del sistema del complemento en los que se 

ha reportado la presencia de alelos nulos tanto de C4A como de C4B (47, 48). 

La asociación de aCL y HLA-DR7 se reportó también en pacientes con LEG del 

norte de Italia, en tanto que una asociación entre HIJ\-DR4 y aCL de pacientes con LEG 

fue reportada en un estudio pequeño realizado en Inglaterra (49). Los estudios 

anteriores reflejan las diferencias étnicas de la frecuencia de los genes HLA-DR entre 

dos poblaciones. Esto también puede reflejar la participación de los genes HL.A-DRB4 

debido a que ambos antígenos están contenidos en el DRw53 y portan la cadena 

DRB4. 

En pacientes con SAFP de Inglaterra, se encontraron aumentados en frecuencia el 

DR4 y el DRw53. El DR3, DRw52a y la delación en el gen de C4A que están 

fuertemente asociados con LEG en pacientes caucásicos y en la población negra se 

encontraron disminuidos en ese estudio, lo cual apoya las diferencias en la 

predisposición genética cuando se comparan pacientes con LEG definido (50). El 

DQw7 en estos pacientes se encuentra aumentado, los autores sugieren que el 

Incremento se debe a desequilibrio de unión entre el DR4-DRw53 y el DQw7, y que el 

locus DA está más fuertemente asociado que el DQB en pacientes con SAFP. Aún más, 
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el riesgo relativo tan alto en pacientes con SAFP esta dado por el alelo DRw53, el cual 

está presente en todos los pacientes con aCL positivos de este estudio, lo cual sugiere 

que este alelo puede Jugar un papel directo en el desarrollo de respuesta autoinmune 

por fosfolfpldos (50). 

En un estudio realizado en pacientes mexicanos con SAFP y sus familiares de 

primer grado, se encontró que 17 de los 19 pacientes son positivos para HLA·DR2, 

DQw1 y/o DR5 en tanto que los otros dos son homocigotos para DR3 y DR4 (51). El 

DR5 se encontró significativamente aumentado en pacientes con SAFP, lo cual apoya 

la noción de que la cadena B del DR y DO tiene secuencias relacionadas con la 

producción de aFL en estos pacientes. Recientemente el mismo grupo de Investiga

dores tipificaron los genes DRB y DOB de los 17 pacientes mexicanos con SAFP, por 

la técnica de reacción de pollmerasa en cadena (PCR) usando sondas de DNA 

complementario (52). La frecuencia de los genes HLA-DR5 y DRw52 estuvo significa

tivamente aumentada en los pacientes con el SAFP al compararla con la frecuencia de 

estos alelos en los controles (200 haplollpos de sujetos normales). En el estudio se 

muestra que 14 de los 34 cromosomas de los pacientes presentaron el alelo DRw52 

sin estar presente el DR5 lo que sugiere una participación Independiente de los genes 

DRB1 y DRll3 en el desarrollo del SAFP. 

Otros datos que apoyan la participación de factores inmunogenéticos en el 

desarrollo del SAF recíde en el estudio de familias en las que se ha encontrado más 

de un miembro con el SAFP, así como el estudio de familias con un miembro con SAFP 

y otro u otros con LEG (53). 
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3.2.3 Des-regulación Inmune y aFL 

La desregulación inmune trae como consecuencia una excesiva producción de 

autoanticuerpos, incluyendo los aFL, que es un punto cardinal en pacientes con LEG 

(54). En aquellos pacientes con SAFP puede también ocurrir desregulacl6n Inmune que 

puede ser diferente a la que ocurre en pacientes con LEG u otras enfermedades 

autoi nmunes. 

3.2.4 aFL como anticuerpos ontl-ldlotlpo 

El análisis sero16glco de idiotlpos ha permitido incluir ciertos mecanismos en la 

generación de autoanticuerpos, a pesar de que el origen de esta respuesta aún no se 

de.fine. Los estudios de las actividades biológicas de los idlotipos y sus anti-idlotlpos 

han Iluminado ciertos puntos en el desencadenamiento de las enfermedades 

autolnmunes. Shoenfeld y Mozas (55), mostraron que la Inmunización de ratones 

normales con un anticuerpo monoclonal humano que porta el ldiotipo 16/6 produjo una 

enfermedad con caracterlsticas clínicas, serológicas e inmunopato16glcas Iguales al 

LEG. Estudios posteriores demostraron que también un anticuerpo antl-ldiotipo puede 

producir el mismo fenómeno, lo que sugiere que la perturbación de la red idiotlpo-anti

ldlotipo por un ldlotlpo patogénlco o un antl~dlotipo puede Iniciar multiples 

manifestaciones de LEG. Existen estudios relacionados con la respuesta proliferativa 

del 16/6 y del anti-16/6 en células T de pacientes con LEG, sus familiares y en sujetos 

controles. Los resultados sugieren que la alteración de la red del 16/6 también puede 

ocurrir en seres humanos con enfermedades autoinmunes (56, 57). 

11 



En modelos murlnos se ha podido demostrar dramáticamente que la manipulación 

de una red de anti-idlotlpos puede inducir la producción de autoantlcuerpos (56). La 

regulación de la respuesta autoinmune por Interacciones ldlotipo-antl-ldlotipo también 

ha sido demostrada (59). 

La observación de idiotipos con reactividad cruzada entre los anticuerpos contra la 

proÍeína p24 gag del virus de Inmunodeficiencia tipo 1 y los anticuerpos anti-Sm del 

suero de pacientes con LEG, sugiere, que el desarrollo de un proceso Infeccioso juega 

un papel Importante en la generación de una población ldiotlplca vla mimetismo 

molecular (60). Con la desregulaclón de éstos anticuerpos por un mecanismo de 

retroalimentación positiva, no dependiente de ldiotipo, se puede Intensificar y perpetuar 

la respuesta (61 ). 

La posibilidad de que algunos aFL pueden ser anticuerpos antl-ldiotipo de otros 

anticuerpos emerge a consecuencia del descubrimiento de un anticuerpo de cabra 

contra proteína e, un anticoagulante natural humano, que expresa ldlotipos que son 

reconocidos por anticuerpos presentes en el suero de sujetos normales y de pacientes 

con LEG. Estos anticuerpos anti-idlotipo contra anticuerpos de cabra anti-proteína C, 

también se comportan como aCL (62). 

3.2.5 aFL Inducidos por fármacos 

A algunos pacientes que reciben tratamiento con clorpromazina se les han 

detectado titules altos de aFL (63), este fármaco, puede Inducir LEG (64), así como en 
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algunos casos, la producción de anticuerpos antinucleares en ausencia de 

manifestaciones clínicas de lupus o cualquier otra enfermedad autoinmune (65). 

3.2.6 aFL Inducidos por Infecciones 

El primer aFL reportado fue el relacionado con sífilis, que posteriormente se usó 

para el diagnóstico serológJco de esta enfermedad. En procesos infecciosos virales 

también se ha podido demostrar el incremento en los títulos de aFL (66). En pacientes 

con el virus de inmunodeficiencia adquirida (HIV), el Incremento en los titules de estos 

anticuerpos se f'la atribuido a Infecciones oportunistas (67, 68), sin embargo, Maclean 

y colaboradores proponen que el virus es por si mismo capaz de Inducir la producción 

de aFL (69). 

3.3 Anticuerpos anll·fosfolípldos y anemia hemolítica 

En el trabajo publicado por Delezé y colaboradores se encontró una fuerte 

asociación entre la anemia hemolftlca y aCL de clase lgM a títulos altos en pacientes 

con LEG (15). El papel patogénlco de estos anticuerpos en la producción de la anemia 

hemolítica se ha hipotetizado pero aun no existe demostración directa. La razón por la 

cual se duda de que los aFL tengan un papel patogénico en la anemia hemolítica es 

el conocimiento de que los FL aniónicos se localizan en la cara interna de las 

membranas celulares y por lo tanto no quedan expuestos a dichos anticuerpos (16, 17). 

No obstante, se ha reportado que en eritrocitos que han sufrido algún daño en la 

integridad de sus fosfolípidos (FL) aniónicos puede exponerse en la cara externa de la 
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membrana celular (16) y de esta manera pueden dar origen a anticuerpos patogénicos 

que tienen capacidad de reconocer fosfolípidos zwilteriónicos por reacción cruzada 

(18). 

En el trabajo de Cabra! y colaboradores (19) se reporta un paciente con anemia 

hemolítica y aFTC unidos a sus eritrocitos en el momento de hemólísis activa. Los 

autores reportan además, que los anticuerpos eluídos de los eritrocitos reconocen 

eritrocitos de ratón tratados con bromelina (ERBr), y que al estar presentes las 

proteínas del complemento producen hemólisis. Los anticuerpos reconocen además 

eritrocitos almacenados, procedimiento que expone la FTC del eritrocito por pérdida de 

la capa slaloglicoprotéica que la recubre. Estos no son los primeros datos de la 

capacidad hemolítica de los aFL en el humano. En 1961 Jenklns y Marsh reportaron 

tres pacientes con anemia hemolítica y prueba serológlca para sífilis falsa positiva, a los 

pacientes se les detectaron además, anticuerpos que reconocían eritrocitos 

almacenados y tratados con enzimas (20). Oken y colaboradores describieron un 

paciente con anemia hemolítica y prueba de Coomb's positiva, VDRL positivo, lgM 

sérlca aumentada así como factor reumatolde positivo (21 ). Cooper y colaboradores 

reportaron un paciente con linfoma y antecedentes de anemia hemolitica quien 

desarrollo un anticuerpo monoclonal lgM, que debido a la reacción fuertemente positiva 

para VDRL se encontró que reconocen CL y FTC. Estos dos fosfolipidos junto con el 

colesterol forman el antígeno de la prueba de VDRL (22). Del Papa y colaboradores 

describieron un paciente con SAFR anemia hemolítica y crioglobulinemia cuyos 

anticuerpos eluídos de sus eritrocitos presentaban reactividad cruzada con CL. El 
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isotlpo de los anticuerpos detectados fué lgG y reconoclan exclusivamente fosfolípldos 

con carga negativa (23). 

3.4 Síndrome de anticuerpos onli-fosfolípldos (SAF} 

La existencia del SAF como entidad clínica propia está cada vez más definida y 

delimitada. Diversas manifestaciones clínicas se correlacionan con la presencia de 

anticuerpos antl-fosfolípldos en suero y aún en otros fluidos biológicos como orina (8). 

Las manifestaciones clínicas Incluyen una alta frecuencia de oclusiones vasculares que 

habían sido originalmente observadas en pacientes con anticoagulante iúplco (AL) 

positivo y prueba serológica para sífilis faisa positiva (1, 9). Uno de los trabajos más 

extensos y con mayor número de pacientes estudiados es el elaborado por Alarcón

Ségovla y colaboradores en 1989 (1 O). en el que se estudiaron los aCL de 500 

pacientes con LEG mediante ELISA, usando CL como antígeno. Las manifestaciones 

clínicas que se encontraron significativamente asociadas con la presencia de aFL a 

títulos altos fueron: trombosis venosas (particularmente las que se presentan en forma 

recurrente), trombocitopenia, anemia hemolítica, perdida fetal repetida, lívedo reticularis, 

. úlceras en piernas, oclusiones arteriales, hipertensión pulmonar y mielitis transversa. 

Las tres últimas mostraron una asociación muy débil, al parecer debido a la baja 

frecuencia con la que se presentan en pacientes con LEG. Para definir mejor la 

slgnificancia de la asociación los autores usaron dos estrategias, una de ellas fue el 

estudio de un número grande de pacientes con la manifestación clínica en cuestión 

(fuera del grupo de los 500 pacientes estudiados) y la otra fué el investigar la ·presencia. 

de las manifestaciones en pacientes con SAFP. 
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También se han asociado la presencia de aFL con valvulopatía cardiaca (11} y con 

hipoadrenalismo que se ha encontrado en pacientes con SAFP {12). La corea no 

estreptocóccica que también ha sido propuesta como relacionada a la presencia de 

aFL en LEG, pero no ha sido apoyada claramente en estudios mayores debido 

posiblemente a su baja frecuencia. Sin embargo, se ha visto que ocurre en pacientes 

con SAFP (13). Algunas manifestaciones clínicas se asocian preferentemente con aFL 

de clase lgG, como son la pérdida fetal repetida, la trombosis venosa y la 

trombocitopenia, en tanto que se asocian con aFL de clase lgM la anemia hemolítica, 

las úlceras en piernas, el livedo reticularis, la hipertensión pulmonar y la mielitis 

transversa. 

Los pacientes con SAF pueden tener títulos altos de los aFL en forma persistente 

detectados por ELISA, aún cuando el ensayo de AL retorne a la normalidad. lshil y 

colaboradores (14) analizaron un grupo de pacientes con LEG e Identificaron dos 

subgrupos: uno que mostró persistentemente títulos altos de aFL y otros con 

Incrementos eventuales pero generalmente con títulos bajos (normales} de los aFL. El 

subgrupo con aFL perslstentemente altos presentan las manifestaciones clínicas 

asociadas al SAF. sin variación en los títulos del anticuerpo con la actividad de la 

enfermedad y una baja frecuencia de nefritis lúpica. El subgrupo con títulos 

intermitentemente altos presenta sólo algunos síntomas del SAF, los títulos de los 

anticuerpos aumentan con los períodos de exacerbación de la enfermedad y tienen una 

alta frecuencia de nefritis lúpica. 
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3.5 Epítopes reconocidos por los aFL 

Los aCL tienen una amplia reactividad cruzada contra otros fosfolípidos de carga 

negativa (70). Esto es verdad particularmente en anticuerpos de clase lgG de pacientes 

con LEG, en tanto que, los anticuerpos de clase lgG de pacientes con sífilis, los de 

clase lgM de pacientes con LEG, SAFP y sífilis reconocen además FL zwitteriónlcos (19, 

71, 72). En algunos pacientes se han reportado aFL que reconocen fosfatidiltanolamina 

(FTE), estos anticuerpos no muestran reactividad cruzada contra cardioliplna, por lo que 

se ha propuesto que el reconocimiento es específicamente de la LisoFTE, un producto 

de degradación de la FTE que tiene reactividad cruzada parcial con cardiollpina (73). 

El reconocimiento específico de la FTE es Importante debido a que los anticuerpos que 

reaccionan contra este FL lo hacen cuando se encuentra en fase hexagonal 11 (que es 

una conformación espacial diferente a la que forma Ja capa lipídica), no existiendo 

reconocimiento del FL en la fase lamelar (74). Los fosfolípldos in vivo se disponen en 

fase lamelar (blcapa). Con ello se puede pensar que al tomar una conformación no 

usual los FL pueden ser patogénlcos, lo que desencadena la respuesta Inmune contra 

ellos. 

Un estudio interesante en ratones realizado recientemente por Rauch y Janoff (75), 

mostró que la FTE en fase hexagonal es más inmunogénica que en fase lamelar en 

ausencia de adyuvantes. Los aFL resultan!es de esta Inmunización fueron fuertemente 

reactivos contra FTE, mostraron reactivldad cruzada contra cardiolipina y tuvieron 

actividad funcional de AL. Otro punto importante relacionado con el epítope involucrado 

en la reactivídad de los aFL es la cabeza polar de los FL, que confiere la especificidad 
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de algunos anticuerpos. Esta especificidad también se ve afectada por la cadena de 

ácidos grasos. El reconocimiento de dicha cadena depende del tamaño de ésta (71). 

La importancia de la cabeza polar de los FL se ha observado tanto en anticuerpos 

derivados de pacientes con sífilis como en aquellos derivados de pacientes con LEG 

(76). Por otro lado existe el reporte de un estudio en el que se encontró que la unión 

de los aFL es dependiente de la cadena de ácidos grasos y requiere de cadenas de 

14 átomos de carbono como mínimo (77). 

De acuerdo a los estudios reportados por Pengo y colaboradores (78), es muy 

probable que no todos los anticoagulantes "Lúplcos" circulantes sean el mismo aFL. En 

un estudio en el que se fraccionó el plasma de dos pacientes con títulos altos tanto de 

aFL como de AL se encontró, que cada una de las actividades se localizaron 'en 

fracciones diferentes (79). Valesini y colaboradores aislaron anticuerpos aCL y 

encontraron que estos prolongaban el tiempo parcial de tromboplastina activada de 

forma dosis-dependiente (80). En otro estudio se encontró que 15 sueros con AL 

positivo tuvieron aFTE y fueron inhibidos en el reconocimiento de éste FL con 

tromboplastlna. Sin embargo, la mayoría mostró reactividad cruzada con CL (81). 

Se ha observado que la reactividad cruzada es principalmente entre FL cargados 

negativamente y DNA de cadena simple (DNAcs) pudiendo extenderse al 

reconocimiento de plaquetas y células endotellales (82, 83). 

Dos grupos diferentes han reportado simultáneamente que los anticuerpos 

purificados por afinidad contra FL cargados negativamente, no reconocen CL pegada 

a placas de ELISA a menos que exista en el sistema plasma o suero (84, 85). Este no 
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es el caso para los anticuerpos dirigioos contra fosfolípldos zwitteriónicos (19, 79). 

Posteriormente se investigó la posible participación de un cofactor sérico, que se 

Identificó como B,glicoproteina-1 (B,GP-1) también conocida como apolipoproteína H 

(84), la cual forma complejos con compuestos aniónicos incluyendo FL de carga 

negativa. La formación del complejo B,GP-1-FL anlónico parece ser requerida para que 

los anticuerpos contra FL de carga negativa reconozcan al FL, cuando menos en 

sueros de pacientes con LEG (86). El cofactor tiene fuerte afinidad por FL aniónicos y 

no por FL de carga neutra y se comporta como acarreador protéico de compuestos de 

carga negativa incluyendo los fosfolipldos. La existencia de anticuerpos contra la B,GP-1 

en ausencia de FL aniónicos es controversia! (85, 85). El papel fisiológico que se ha 

atribuido a la B,GP-1 de acuerdo al trabajo reportado por Schousboe en 1985, es el de 

anticoagulante natural (87), por lo tanto, la existencia de un anticuerpo que pueda 

reconocerla cuando se encuentra unida a FL sugiere que puede tener efectos protrom

bóticos. 

3.6 Heterogeneidad funcional e lnmunoqulmlca de los aFL 

La mayoría de los aCL tiene reactividad cruzada con otros FL aniónicos, sin 

embargo, sólo algunos reconocen también FL zwitteriónlcos. Esta reactividad puede 

estar relacionada con el isotipo del anticuerpo, de ésta manera tenemos que 

anticuerpos contra FL aniónicos pueden ser de clase lgG o lgM en tanto que 

anticuerpos contra FL zwitteriónicos son con mayor frecuencia lgM. En la tabla 1 se 
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muestra la clasificación de los FL de acuerdo a su carga y al isotipo de los anticuerpos 

reactivos contra cada uno de ellos. 

TABLA 1. Cargi11i de los FL e lsotlpo de los aFl 

Foslolipldos 

Cardio/lpintt(<tCL) 
Foslatid/fseriM (FTS) 
Foslatid//lnoi;ltol (Fn) 

FcW•tid//collna (FTCJ 
Foslotid//etanohJm/1111. (FTE) 
Esfingom/•llna (EMJ 

Tornado de la referencia número B8 

Ani6nlcoa 

Zwltte116nlcos 

lsotipo 

lgG, lgM 
lgG,lgM 
fgG,lgM 

l•M 
lgG,lgM 
lgG,lgM 

Como ya se mencionó, los aCL requieren de la B,GP.I para ser detectados en el 

ELISA. Esta regla se cumple para los aCL presentes en el suero de los pacientes con 

LEG y en el suer.o de los pacientes con SAFP, lo que sugiere, que el requerimiento de 

la B,GP.I puede ser un marcador de patogenlcidad potencial de los aCL de clase JgG. 

El requerimiento del cofactor no necesariamente en un fenómeno de todo o nada. 

Algunos sueros pueden tener aCL detectables en ausencia del cofactor y con la adición 

de B,GP-1 el reconocimiento del anticuerpo puede Incrementarse (89). De ésta manera. 

en la mezcla policlonal de aFLs presentes en un suero, pueden existir tres tipos de 

anticuerpos, aquellos que requieren del cofactor para reconocer a los FL aniónicos, 

aquellos que en presencia del cofactor se Incrementa su reconocimiento y aquellos que 

no requieren del cofactor. 

Existen aFL tanto de clase lgG como de clase lgM que pueden ser detectados 

también porque producen prolongación del tiempo parcial de tromboplastina activada 
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(TPTA), sin corregir con la adición de plasma normal. Esto indica, que está presente un 

inhibldor (AL) más que una deficiencia de factores de la coagulación. Algunos de los 

AL tienen reactividad cruzada contra CL en el ELISA. Por otro lado, también se han 

reportado sueros en los que existe tanto el AL como los aCL, que no muestran 

reactividad cruzada. Bevers y colaboradores han demostrado que algunos de los aFL 

de clase lgG requieren de protrombina más que de B,GP-1 como cofactor para 

reaccionar con FL (90). Se desconoce aún si los aFL de clase lgM con actividad AL 

requieren o no de la protromblna como cofactor. 

Los anticuerpos contra FL zwitterlónicos son principalmente y en algunas Instancias, 

exclusivamente de clase lgM (89, 19). Tal es el caso de los anticuerpos reportados 

contra FTC que son todos de clase lgM (69). La reactividad cruzada que muestran 

estos anticuerpos con CL fué lo que permitió su detección . . 
En experimentos realizados por Relninger y colaboradores en los que se Inocularon 

ratones irradiados, con células B de ratones NZB de diferentes edades, se encontró que 

las células provenientes de ratones viejos producen más anticuerpos contra EBr, éste 

fenómeno coincide con el desarrollo de anemia hemolítica que lleva a la muerte a los 

ratones receptores (91 ). Por lo tanto, los autoanticuerpos naturales pueden ser 

patogénicos tanto en ratones como en el hombre. Recientemente se ha identificado un 

grupo de pacientes con una variante del SAF que se manifiesta principalmente por el 

desarrollo de anemia hemolítica (92) y la presencia de aFTC, esta manifestación se ha 

identificado también en pacientes con SAFP (69) y en pacientes con LEG (93). 
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Alarcón-Segovia y Cabra! propusieron una clasificación de los aFL, que ayuda a 

describir a los nuevos aFL y permite caracterizar mejor a los ya conocidos (tabla 2). 

TABLA 2. CleisifK:~iÓn de I~ e.FL 

L aFL talJCtivos contra loslolipldo• oriónicor 
A Reconocen CL en el ELfSA (11CLJ 

f.· Requieren de D,GP.I como colactor 
2.- Na requieren d• BtJP.I como cofactcr 

B. Con activídad AL 
1.- Requieren d/11 trcmblnei como cof11ctor 
2.· No requl'•ran d• trtimblnir coma col11ctor 

C. aCL con actMd11d d• AL 

11. aFL reactM:is contra fo5/orípldo:. zwltt1rlónicos 
A Reacll\oli contnr FTC en el ELJSA y con eriltDcltos 

tratados con brome/ltWJ 
T.· Con ,.actividad cn11.adt1 contra CL en el ELISA 
2.· Sin reactMdad CJIJZllda contra CL en el ELISA 

B. R111ctivos contra otros foslolípldor rwitt•riónlcos 

Tomado de \a r•lor9f'ICla número 88 

La clasificación se apoya en los siguientes puntos: 1) los aFL's más que un simple 

anticuerpo constituyen una familia de autoanticuerpos; 2) un aFL puede tener 

reactivldad cruzada con otros fosfolípidos, así como con otros antfgenos (v.g. DNA, 

vimentina); 3) en el suero de un paciente puede haber una mezcla de varios tipos de 

aFL con características inmunoquímicas y propiedades biológicas diferentes; 4) algunos 

aFL pueden ser autoanticuerpos codificados por genes de línea germinal, en tanto que 

otros pueden ser dirigidos por antígeno y sufrir mutaciones o hipermutaciones 

somáticas; y 5) aun cuando sean codificados por genes de lfnea germinal contra un 

sólo fosfolfpldo puede haber heterogeneidad de reconocimiento debida a la 

participación de diversos genes que codifican para los fragmentos que constituyen los 

dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras de los aFL. 
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4.HIPOTESIS 

La existencia en personas normales de anticuerpos contra fosfatldilcolina que tienen 

reactlvldad cruzada con estructuras conservadas filogenéticamente y que participan 

posiblemente en Jos mecanismos de depuración de células coloca a los aFTC dentro 

de la familia de los auloanticuerpos naturales. 

5.0BJETIVOS 

1.- Determinar si existen anticuerpos contra loslatidilcolina en una población 

humana normal (estudio de 100 sujetos sanos). 

2.- Determinar el Jsotipo del anticuerpo. 

3.- Detenminar si el anticuerpo tiene reactividad cruzada con otros fosfolípidos u 

otros antígenos. 

4.- Determinar el epítope que reconocen Jos anticuerpos contra fosfatidilcolina 

s.- Detenminar si Jos anticuerpos contra loslatidilcollna son fijadores de 

complemento y por tanto pueden ser hemolíticos. 
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6, MATERIALES Y METOOOS 

8.1 EUSA para detectar oFTC. So sensiblllzaron placas da pol/estlreno de 96 pozos (Nunc lnc, 
Danemark 97F 4-39454) con 50 µI de lcsfatldilcollna (SIGMA Chomlcals Ce, SI Louls MO.) a una 
concentración do 50 µg/ml, dlsuolta on alc~hol etlllco (J. T. Baker). El etanol so evaporó con nitrógeno 
gas duranle 30 minutos, cambii'lndo do posición la placa para que el nitrogeno caiga directamente sobro 
los pozos. Una vez secada la placa, se bloquearon los sitios lnespecffrcos con 350 µI do una soluclón 
al 10% de suero bovino fetal (SBF, SIGMA) en f'IBS {NaCL 0.15M, Na2HF'O. 0.01 M, KH2PO,. 0.01 M pH 7.4) 
2 horas a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, so lavaron las placas 3 veces, so secaron medlanle 
golpeteo contra una superficie absorbente y se guardaron toda la nacho a 4 ~c. 

La dilución da Jos sueros (1:5) se hizo en SBF al 10% en PBS y se congelaron toda la nocho. A la 
mañana siguiente las diluciones se Incubaron a 37 ºC para descongelarlas y las placas se pusieron a TA 
por cuando menos 15 minutos. Se pusieron 100 µI de cada muestra por duplicado. la apUcaclón de las 
muestras debo hacerse en el menor tiempo posible ya que Ja Incubación empieza al aplicar la primera 
muestra. Se Incubaron las placas por una hora a TA. Se lavaron las placas 3 veces, con Incubaciones 
do 3 minutos y se secaron medlnnle golpeteo. 

El anticuerpo anU-humano marca.do con la enzima fosfatasa olcallna fue ospeclflco conlra lgG o lgM 
(anticuerpo antJ..cadenas gama o µ,SIGMA). Se utilizó siempre una dilución 1:1000 en SBF 10%/PBS. 
Los títulos del anticuerpo marcado so monitorizaron pedódlcamonto. las placas con el segundo 
anticuerpo se incubaron por una hora a TA. Transcurrida la Incubación so hicieron 3 lavados de 3 
minutos cada uno y so secaron ras placas como se mencionó anteriormente. Se ut/llzó el p
nltrofenilfosfato (SIGMA) como sustrato de la enzima, dlsuelto on solución amortiguadora de glicina 
(Glicina 0.1M, MgCl2 0.001M, ZnCl2 0.001M pH 10.9} a una concentración de 1 mg/ml. Se adicionaron 
200 µI por pozo de la solución anterior y se Incubaron las placas a 37°C una hora en la obscuridad y 
posteriormente se midió la absorbancla a 405 nm en lector do mfcroELISA (Trtertek Multiskan, Organon 
Teknika, Holslnkl Finlandia). 

6.2 ELISA para delectar anticuerpos contra DNA. Los anticuerpos contra DNA se midieron de 
acuerdo a Ja tácnlca reportada por Kofke (94) con algunas modificaciones. Se sensibilizaron placas de 
pollproplleno do 96 pozos (Nunc) con 100 µI de albúmina sérlca bovina motilada (ASB·M} (SIGMA) a una 
concentración de0.1% en PBS, las placas se Incubaron durante2 horas a TA. Transcurrida la Incubación 
so descartó la solución de ASB-M y se adicionaron 50 µI de DNA nativo o desnaturalizado (DNA de timo 
do ternera, SIGMA) a una concontradón de 10 µg/ml de PBS que contiene EDTA 1mM (PBS·EDTA) y 
se Incubó por una hora a TA. El ONA do cadena sfmple o desnaturalizado se obtuvo calentando el ONA 
de timo detomora a 100 ºC por 10 minutos. Después do Iros lavados con PBS-EOTA se adicionaron 300 
µI por pozo de SBF al 10% en PBS-EOTA (PBS-EOTA-SBF) para bloquear los sitios lnespoclficos y se 
lncubaron las placas durante una hora a TA. Posteriormente se lavaron las placas 5 veces con 
aproximadamente 300 µI de PBS-EDTA que contiene 0.05% do Tween 20 (810-AAD). las muestras se 
diluyeron en PBS·EDTA-SBF.a una concenlraclón do 1 :5, además en cada placa se Incluyó una curva 
do diluciones soriadas del suero do un pacientes con LEG cuyos titulas de anticuerpos anU-DNA hablan 
sido estudiados por Ja técnica do Farr (radioinmuno análisis). A cada pozo y por duplicado so 
adicionaron 100 µl de la dllución y se incubó una hora a temperatura ambiente. Después de 5 lavados 
con PBS·EDTA-Twoon las placas so secaron modianto golpeteo contra una superficie absorbente. Se 
adicionaron 100 µl/pozo del segundo anticuerpo antl·fnmunoglobulina humana marcado con fosfalasa 
alcalina (espoctfico do cadenas gama o µ, SIGMA) disuelto en PBS·EDTA.SBF n una concentración do 
1:1000 y se Incubaron /as placas nuevamente una hora a TA. Nuevamente se lavaron las placas 5 voces 
con 300 µI do PBS-EDTA·Tween y se sacaron como se mencíonó anteriormente. Por último se 
adicionaron 100 µl/pozo del sustrato de la enzima (p-nitrofenllfosfato, SIGMA) disuelto en amortiguador 
de dietanolamlna (dietanolamina 10%, MgCl2 0.0005M pH 9.B) y se incubaron a 37"C por una hora a TA. 
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So adicionaron 50 µI do una solución do NaOH 3N para detener la reacción y posteriormente so mldló 
la absorbancla a 405 nm en lector de microELISA (Tilcrtck Multlskan). 

6,3 ELISA para de1actar factor roumatolde (FA). So sensibilizaron placas do 96 pozos (Nunc) con 
100 µ!/pozo do una solución de lgG humana (SIGMA) cuya concentración era de 10.8 µg/ml y so 
Incubaron toda la noche a 4ºC en camara húmeda. Se lavaron las placas tres veces con 
aproxlmadamonto 300 µI de PBS con albúmina sérico bovina (SIGMA) al 1% y Tween-20 (BIO·RAD) al 
0.05% (PBS-ASB·Tweon), en cada lavado so agitaron las placas uno o dos minutos para elimlnnr 
pcrfcctamonto el materia! quo no se adhirió. Los sueros se diluyeron 1 :5 en PBS-ASB·Tween. 100 µl/pozo 
do las dlluclones do los sueros so adicionaron por duplicado en la placa. Como control del ensayo so 
incluyó una curva dosis-respuesta de un suero con FA(+) detectado por la prueba do latex a las 
siguientes diluciones: 1:5120, 1:10240, 1:20480. 1:40960, 1:81920 y 1:163840. Las placas con las 
muestras so Incubaron por dos horas a TA. Después do la lncubaci6n las placas so lavaron tes veces 
como so mencionó anteriormente. So adicionaron 100µ1 del anticuerpo anti-humano conjugado con 
fosfatasa alcalina (especifico contra la cadenaµ humana, SIGMA), a una dilución do 1:600 en PBS-ASB 
al 0.5%. Ll\s placas con el segundo anticuerpo se incubaron por una hora a TA. So hicieron tres lavados 
con 300 µI de PBS-ASB·Tween agitando duranto cada lavado dos minutos. Por último se adicionaron 
100 µl/pozo del sustrato do la enzima (p·nitrofenllfosfato, SIGMA) disuelto on amortiguador do 
dletanolamlna (diotanolamlna 10%, MgCI~ 0.0005M pH 9.8) y se Incubaron a 3T'C por una hora a TA. Se 
adicionaron 50 µI de una solución do NaOH 3N para detener la reacción y posteriormente se midió la 
absorbancia a 405 nm en lector de mlcroEUSA (Titertek Multiskan). 

6.4 Adsorción do sueros con GRr. La sangre fresca heparlnizada (1:1000 heparina-sangro) do 
ratones BALB/c so centrifugó a 2000 rpm por rn minutos para retirar el plasma, se lavó tres voces el 
paquete de eritrocitos (GRr) con PBS y se llevó a una concentración de 20%. 100 µI de la supenslón de 
eritrocitos al 20% se colocaron en tubos de vidrio los cuales se centrifugaron a 600 g por 10 minutos y 
se les quitó el sobrenadanto. Al paquete de eritrocitos so lo adicionaron 300 µI del suero concentrado 
que se ensayó posteriormente contra eritrocitos tratados con bromellna. Se homogeneizó suavemente 
el paquete do eritrocitos con el suero y se incubó por 30 minutos a 3T'C. Transcurrida la Incubación se 
centritug6 a 600 g por 10 minutos, se lomó el sobrenadante (suero adsorbido) y so depositó en otro tubo 
que conten\a el paquete eritrocitarlo do 100 µI de la suspcmsión al 20% do oritrocltos, so homogenciz6 
y se Incubó 30 minutos. So hicieron tres adsorciones a cada suero y terminadas éstas, los sobrenadantes 
(sueros adsorbidos) se guardaron a -20"C hasta su uso. 

6.5 Erttrocllos de ratón tratados con bromellna. Se lavó sangre fresca heparinlzada (1:1000 
heparina-sangro) de ratones BALB/c con PBS tantas veces como fuó necesario para dejar el 
sobrenadanto claro (sin restos do hemogloblna). El paquete celular se llevó a una concentración de 20% 
en PBS. 

La bromelina (SIGMA) se preparó a una concontreclón de 10% en PBS, con ésta concentraclón se 
hicieron allcuotas de 1 mi en criotubos y se congelaron a ·20ºC hasta su uso. 

Para tratar con bromolina n los eritrocitos so siguió Ja técnica descrita por Cabral y colaboradores 
(19}. Se descongeló un vial do bromellna y so llevó a 10 mi con PBS. Se agregó la bromelina v/v a la 
suspensión do eritrocitos (concentración final: eritrocitos 100,.f, y bromellna 5%). So Incubó la mezcla 30 
minutos a 37"C con agltnclonos ocasionales. Después de la Incubación se lavaron los eritrocitos dos 
veces con PBS y se llevaron n una concentracián do\ 10% con el mismo amortiguador. Do ésta última 
suspensión de eritrocitos, so tomaron 100 µI y se depositaron en tubos de poliestfreno do 12 X 75 mm 
{FALCON, Bockton-Dickinson, Mounlaln View, CA.) que contenían 3 mi do PBS, se homogeneizaron y 
centrifugaron a 2000 rpm por 10 minutos y so retiró el sobrenadante. El paquete celular so homogeneit:ó 
suavemente y se le agregaron 100 µIdo la dilución 1:5 do los sueros preadsorbldos. So homogeneizó 
la suspensión, se incubó a 37"C por una hora con agitación ocasional y toda la noche a 4gC. A la 
mañana siguiente, se lavaron 3 veces los eritrocitos con 3 mi de PBS cada vez. En el último lavado so 
retiró perfectamente el sobrenadante, se homogeneizó el paquete y so le agregaron 100 µI de anticuerpo 
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anti· humano conjugado con lsoliocianato defluorescelna (especifico contra la cadenaµ o gama marcado 
con FITC, SIGMA) dlluldo 1:120 en PBS. So incubó 30 minutos a 37 ºC con agitac;ón ocasional. 
Transcurrido el tiempo do Incubación so lavaron los eritrocitos 3 voces como so mencionó antorionnento 
y se retiró cuidadosa monto ol sobrenadanto del último lavado. So homogeneizó ol paquete de eritrocitos 
y se lo agregaron 500 µ.! de PBS filtrado (para evitar lecturas falsas en el citofluorografo de flujo). 
Nuevamente se homogeneizó la suspensión y so leyó on un citofluorografo de flujo (FACs, Becton· 
Olckson). El reconocimiento de la FTC expuesta con cl tratamiento enzimático so Inhibió incubando los 
sueros diluidos 1 :2.5 VN con micolas dol fosfolfpldo. La Inhibición so calculó do acuerdo a la fórmula 
slgulonto y so expreso. como porcentaje de Inhibición. 

% do células que presentan el anticuerpo 
marcado con FITC en presencia del FL 

100--------------- X 100 
% de células que presentan el anticuerpo 

marcado con FITC en ausencia del FL 

6.6 Jnhlblclón de los aFL con mlcelas do FL. Las mlcelas de los fosfollpldos (FL) so prepararon de 
acuerdo a la técnica doscrfta por Cabra! y colaboradores (19). Dos mg de FL disueltos en etanol {o el 
solvente orgánico en el que se encuentre) se depositaron on un vaso de precipitados de vidrio de 50 mi 
y se evaporó el solvente con nitrógeno llquldo. El FL se resuspendl6 on 1 mi de PBS-SBF al 10% que 
contonla 1 µI de Twcen 20, so dopositó en un tubo de polfpropilono (12 X 75, ELKAY) y so homogeneizó 
por 15 minutos (en un homogenelzador automático, Vortox). La suspensión so centrifugó a 600 g por 
15 minutos a 4ºC y so homogenolzó nuevamente 15 minutos. La suspensión dO micelns do FL debe 
usarse Inmediatamente dospub de su preparación. 

La suspensión do mlcelas se agregó VN con la dilución 1 :2.5 de los sueros para llevar a una 
concentración final do mlcelas de 1 mg/ml y de suero de 1 :5. Esta nueva suspensión se homogeneizó 
suavemente y se Incubó a 3TC una hora y a 4 DC toda la noche. A la mañana siguiente so centrifugó la 
suspensión a 600 g por 1 hora a 4ºC (para bajar Jos complejos Ag-Ac, que en este caso son FL-aFL). 
A los sobrenadantes se los hicieron los estudios necesarios para demostrar la ausencia dol aFL (EUSA 
para aFL) y a los sedimentos se los estudió la presencia de anticuerpos (determinación do proternas y 
Dot blot). E"I porcontaJe do Inhibición se calculó do acuerdo a la fórmula siguiente: 

00405 do los sueros Incubados CCln micolas 
100- X 100 

00405 de los sueros Incubados sin mlcc1as 

8.7 Ensayo• de compelenclll. Los ensayos de competencia por el antlgeno se usaron para definir 
la espectflcldad o espectficidados do los sueros probados. Los sueros se Incubaron a una diluclón final 
de 1 :5 con concentraciones decrecientes (a partir de aquella concentractón que eliminó por completo 
al anUcuorpo) do los siguientes antfgonos: mlcolas de FL (partlondo do 1mg/ml), gamaglobullna 
agregada (GGA), DNAcd (concentración Inicial 1 mg/mJ). ONAcs (concentración lnlciaf 1 mg/mJ) y vimenlina 
(concentración Inicial 1.5X1o' µg/ml). La GGA se preparó da la siguiente manera: A SO mg da la fracción 
11 de Cohn (SIGMA) se le adicionó 1 mi de PBS y so calentó a 63 ºC por 30 minutos. Se dej6 enfriar a 
TA y se homogeneizó en un homogenelzador con pistilo de tenón (Thomas. Sciantiflc). Esta emulsión se 
almacenó a -20"C. Para usarse so centrifugó a 18,000 g por 5 minutos y se 'tomó sólo el sobrenadanta. 
La Incubación fuo de una hora a are y toda la noche a 4°C. AJ dla slgulente los sueros se pusieron a 
37°C por 15 minutos y se ensayaron para cada anllgeno contia todos los antfgcnos. 
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6.B Ensayo homolltlco. Sangre fresca heparlnlzada (1:1000 heparlna-sangro) do ratonas BALB/c se 
lavó con PBS tantas veces como fué necesario para dejar el sobrenadanto claro {sin rostos de 
hemoglobina), El paquete celular se llevó a una concentración de 20% on PBS, Para tratar con bromelina 
a los eritrocttos se siguió la técnica descrita por Cabra! y colabomdoros (19). Se descongeló un vial de 
brome\lna y se llevó a 10 mi con PBS. So agregó la bromelina V/V a la suspensión do eritrocitos 
(concentración final: eritrocitos 10% y bromollna 5%). So Incubó la mezcla 30 minutos a are con 
agitaciones ocaslonalos. Después de la Incubación se lavaron los erttrocttos dos veces con PBS y so 
llevaron a una concentración del 10% con ol mismo amortiguador. Do esta última suspensión de 
eritrocitos se tomaron 100 µI y se depositaron on tubos de vidrio do 12 X 75 mm, que contonian 3 mi 
de PBS, se homogeneizaron y centrifugaron a 600 g por 10 minutos y se retiró el sobronadanto. El 
paquete celular se homogeneizó suavemente y so lo agregaron 100 µI de la dilución 1:5 de los sueros 
preadsorbldos, 500 µIdo PBS y 50 µIdo suero de conejo (como fuonto de complemento, BIOTEST 
Dlagnostlcs). Se homogeneizó la suspomilón, se Incubó 30 minutos a TA, so centrifugó a 600 g por 10 
minutos, so tomo el sobrenadanto y se leyó a 540 nm. La hem61\sls lnospeclf\ca se obtuvo do la siguiente 
manera: 100 µIdo la suspcnslón al 10% de eritrocitos se depositaron en tubos de vidrio do 12X75 mm 
que contonlan 3 mi de PBS. Se homogeneizó suavemente y se centrifugó a 600 g por 10 minutos. So 
retiró el sobrenadan te y al paquete celular se homogeneizó nuevamente con suavidad. So agregaron 600 
µI de PBS y 50 µI de suero do cobayo, so Incubó y leyó como las domb muestras. Ln homóllnls total 
se obtuvo do 100 µI de la suspensión al 10% de errtrocilos que so centrifugaron y se los retiró o\ 
sobrenadante. A esto paquete celular so lo adiclon6 650 µI do H.:Poo• so homogeneizó, incubó y leyó 
como las demás muostras. El porcentaje do hemólisis se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula: 

00540 del sobrenadanto de los _ DOSAO del sobrenadante de los 
ERBr con la dilución de los SHN ERBr sin la diludón do los SHN 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-X100 

DOs..a del tubo con la hcmólisis total 

Se realizó además un ensayo do inhibición de la hem61\sls, en el que so agregaron los sueros 
preadsorbldos con mlcelas do FTC. La Inhibición do la hemóllsis so calculó comparando las D05o40 do 
los sueros inhibidos con FTC con la de los sueros no Inhibidos. 

8,9 Dotoccl6n de anticuerpos antlnucloares (AAN) y antlcltoplásmlcoa (AAC) por 
lnmuno0uoroaconc1a lndlrocln (IFI). Como sustrato para la detección di!' los AAN y AAC se empicaron 
la linea celular HEp-2 (de carcinoma de laringe humano) y una cepa celular de fibroblastos humanos 
sanos. Lns células crecidas en cajas de cultlvo (de 75 cm") con medio minlmo esonclal (MEM, G\BCO), 
suplementado con SBF (SIGMA) al 10%, L-Glulamina (SIGMA) 2.ax10·• mM, penicilina (SIGMA) 10 Ul/ml, 
estreptomicina (SIGMA) 0.01 µg/ml, bicarbonato do sodio (J.T. Baker) 20 µg/ml y HEPES (GIBCO, BRL 
Gailhomburg MD) 10mM, se propagaron en cajas de Petri que contenlan 5 portaobjetos cubiertos con 
35 mi del mismo medio. Cuando en los portaobjetos se observó una monocapa confluente de células 
se retiraron del medio do cultivo, se secaron a TA y se fijaron con acetona pura a -20º0 por 4 minutos. 
Los portaobJotos con las células fijadas se guardaron a -10ºC hasta su uso. 

Los portaobjetos se dejaron descongelar a TA y so dellmitaron los clrculos en dando so aplican las 
muestras primero con lápiz diamante y luego con lápiz cera. Se aplicaron 10 µI de la dilución do los 
suaros 1:5 en los círculos y so incubó la laminilla a TA en cámara humcda por 30 minutos. So hicieron 
dos lavados con PBS de 10 minutos cada uno y so dejó secar a TA. Se deposiU.ron 10 1-'1 de segundo 
anticuerpo {anti-humano especifico contra cadenas gama o µ, marcado con con FITC, SIGMA) diluido 
1:600 en PBS que contenla azul do Evans (Behringweker AG, Marburg Lahn RFA) a una dilución de 
1:100 y so Incubó 30 minutos a TA encamara húmeda. Se hicieron dos lavados de 10mlnutos cada uno 
con PBS y se de}ó secar la laminilla. Para ollmlnar la refringencia se le agregó glicerol (J.T. Baker SA de 
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CV Xalostoc Móxico) antes de colocar el cubreobjetos. La lectura so hizo con microscopio de 
eptnuorescencla (Zelss). 

6.10 Ootormlnacl6n del epltopo reconocido por los aFTC. Las placas do pollestireno de 96 pozos 
(Nunc 97F 4·39454) so sonsibillzaron con 50 µI do fosfatidllcollna (SIGMA} a una concontraci6n do 50 
µg/ml, disuelta en alcohol elllico (J. T. Baker). El etanol se evaporó con nitrógeno gas on 
aproximadamonle 30 minulos. Una vez soca ta placa so bloquearon tos sitios inespecificos con 350 µI 
de una solución al 10% do suero bovino fetal (SIGMA} en PBS (NaCL 0.1 SM, Na2HPO, 0.01 M, KH2PO, 
0.01M pH 7.4) se Incubaron las placas por 2 horas a temporalura ambiente (TA), despu6s do las cuales 
so lavaron las placas 3 veces en forma consecutiva, so secaron y so guardaron toda la noche a 4 ºC. 

Los sueros so diluyeron 1 :2.5 en PBS/SBF al 10% y se mezclaron VN con las siguientes soluciones 
por separado: 1) mlcolas de FTC (SIGMA} a una concentración do 2 mg/ml en PBS/SBF al 10%; 2) 
Fosforilcolina (SIGMA) a una concentraci6n de 2 mg/ml en PBS/SBF al 10%; 3) mlcelas de ácido 
fosfatidlco (SIGMA) a una concentración de 2 mg/ml en PBS/SBF al 10%; 4) una solución de 
lrlmelllamonlo (SIGMA) a unn concentración de 2 mg/ml, albúmina sórlca bovina af0.1 o/o en PBS/SBF 
al 10% y 5) una solución de acelll colina (SIGMA) a una concontraclón de 2 mg/ml. Se Incubó por una 
hora a 37 "C y toda la nacho a 4 ºC. Las mezclas del suero más lnhibldor se apltcaron por duplicado M 
las placas sensibilizadas con FTC y se Incubaron a TA. Se lavaron las placas 3 voces y se secaron. El 
anticuerpo anti-humano marcado con la enzima fosfatasa alcallna fue espedfico contra lgM (anticuerpo 
anti-cadenaµ humana, SIGMA). Se utilizó siempre una dilución 1:1000 on SBF 10%/PBS. Las placas con 
el segundo anticuerpo so incubaron por una hora a TA. Transcurrida la incubaci6n se hicieron 3 lavados 
de 3 minutos cada uno y se secaron las placas como se mencionó nnloriormenta. Se uUllzó ol p
nitrofenilfosfato (SIGMA) como sustrato do la enzima, disuelto on solución amortiguadora do glicina 
(Gllclna 0.1M, MgCl2 0.001M, ZnCl2 0.001M pH 10.9) a una concentración de 1 mg/ml. Se adicionaron 
200 µI por pozo de la soluclón anterior y se incubaron las placas a 37"C una hora en la obscuridad. Se 
adicionaron 50 µI de una solución do NaOH 3N para detener la reacclón y po3terformento so midió la 
densidad óptica a 405 nm en lector do microELISA (Trtertok Mulllskan). 

Se determinó también el reconocimiento de los antígenos con los que se Inhibió la unión a FTC por 
detección de estos en faso sólida, para lo cual, se sensibilizaron placas con cada uno de los antígenos 
con fas siguientes condiciones: 1) FTC, so µ!/pozo de una soluct6n de 50 µg/ml.dlsuelta en etanol: 2) 
ácido fosfatfdlco 50 µI a la misma concontracJón en el mismo solvente; 3) fo.sf9rllcolina mismas 
condiciones; y 4) para el lrlmotilamonlo las placas se presensibillzaron con ASB al 0.1% y se Incubaron 
por 2 horas a TA, se decantó la solución do albúmlna y se adicionó la soluct6n de trimetilamonlo a una 
concentración de 50 µg/ml. Se Incubó toda la noche y so decantó la solución. Todas las placas so 
bloquearon como se mencionó anteriormente y se corrió el ensayo para FTC por ELISA descrito arriba. 

6.11 Determinación da la reacllvldad cruzada de los oFTC conlm vlmenllna a fdenllficaclón por 
lnmunopunlo (OOT BLOT} del lsollpo do lnmunoglobullna absorbida por las mlcelaa da FTC. 
Cuadrados de 2 cm de lado do papel de nitrocelulosa (BAB5 0.45 µm, Schleicher & Schuell) se activaron 
con amortiguador de transferencia (Glicina 0.192M, Trlzma base 0.025M y Motanol 20 % en H20oo) por 
15 minutos y se dejaron secar a TA. Se hicieron tres apllcaclonos, on un sólo punlo, do 5 µI cada una, 
de vlmentlna (SIGMA) de concentración 1.5 mg/ml o del eluldo de las mlcelas de FTC. Entre cada 
aplicación se Je dejó secar perfoctamenle. Cada cuadrado do papel de nitrocelulosa se bloqueó una hora 
con leche descremada (Carnation) al 3% en PBS. So hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con 
PBS 0.05% do Tween 20 (810 RAO) con agitación constante. Posteriormente se apllcaron los sueros por 
separado a una concentración de 1 :5 en PBS/Jeche al 3%, se Incubó por 2 hora a TA cof\ agitación 
constante. Se lavó tres veces como se mencionó anteriormente y se adicionó el segundo anticuerpo anU· 
humano marcado con fosfatnsa alcalina {especifico do la cadona µ,SIGMA) dlluido 1:500 on PBS/Jeche 
al 3% y se Incubó a TA con agitación constante por una hora. So hicieron dos lavados do 10 minutos 
cada uno con PBS·Tweon y un lavado do 10 minutos con amortiguador de Tris (Trizma base 0.05M pH 
8.8). El sustrato revelador (Naphlol AS·MX phosphato de SIGMA a una concentración de 1 mg/ml y Fast 
Red SIGMA a una concentración do 2 mg/ml en amortiguador de Iris) se preparó durante el último lavado 
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y so aplicó sobre ol papel do nitrocelulosa permitiendo que esta solución cubra bien al papel. Se incubó 
aproximadamente 30 minutos a TA con agitación constante, hasta que el control positivo mostró una 
coloración bion definida. Finalmente so lavó con agua destilada deslonlzada. 

B.12 Eloctrolnmunotransforencla (Wostorn Blof) do vlmontlna. Para la determinación do la 
reactlvldad de Jos sueros normales contra vlmentfna so corrieron geles de poliacrllamlda·dodecll sulfato 
do sodio (PAGE-SDS) al 10% con Ja técnica descrita por Laemli (95). Las concentraciones de los 
amortiguadores tanto de corrimiento como do transferencia se hicieron como lo Indica el fabricante del 
equipo do o/ectroforcsis y e/ectrotransferencla (LKB .2050 Mldget E/octrophorolic Unit y LI<B 2051 Midgot 
multlblot Eloctrophoretfc Tran~fer Unit}. 

SolucJones: 
A. Solución stock de acrilamida.- Acritam1da (810 RAD Laboratorios Afchmond CA.) 29.1% 

peso/Volúmen {P/V), NN'-Metllenbls·acrilamlda (810 AAD) 0.9% (P/V). Guardada en botellaambary a 4ºC 
dura 2 somanas. 

B. Amortiguador do Trls-HCI pH 8.8.· Tris-HCI (SIGMA) 1.875 M pH a.e. A 4~c dura 4 semanas. 
C. Amortiguador de Trfs-HCI pH 6.8.- Tris-HCI (SiGMA) 1.25 M pH 6.a. a 4ªC dura 4 semanas. 
O. Soluclón do SOS.- Oodocll sulfato de sodio (SOS, 810 RAO) al 10% PN on agua destilada 

deslonlzada (H20ooJ. A Temperatura ambiento (aproximadamente 22ªC) dura 4 meses. 
E. Solución do persulfato do amonio.- Persulfalo de amonio (810 AAO) al 10% en HPoo- Preparar 

fresco. 
F. Amortiguador de tanque Tris-Glicina 10X.- Glicina (SIGMA) 14.42%, Trfzma Base (SIGMA) 3.03% 

y SOS al 1.0% en H20 00• A temporatura ambiente la soluclón dura 2 meses. Para uSarso se diluyó uno 
a diez en H20 00• 

G, Amortiguador de muestra.· Trls-HCL (SIGMA) 1.25 M pH 6.a, SOS (SIGMA) 1.0%, ~Mercapto
etanol (SIGMA) 5% VN, Glicerol (J.T. Baker) 11.6% VN, azul de bromofenol (SIGMA) 0.01% 

El gol separador al 10% de acrilamlda so preparó de acuerdo a la siguiente formulaclón: 5 mi de 
solución A, 6,a mi de H20 00 y 3 mi de soluclón 8. La mezcla se dosgaclficó poniéndola en un matraz 
Kitasato y someUóndola a vacfo por 15 minutos. Se adicionaron 150 µIdo solución O y 7.5 pi de TEMED 
(810 RAD). Finalmente se adicionaron SO µI de la solución E. Se homogenoiz6 cukfadosamonle y se 
aplicó al aparato de ·~lectroforesls. Sobre el gel separador se adicionaron 5 mi (aproximadamente) de 
1·butanol (J.T. Baker) y so dejó geliflcar por 45 minutos a TA. 

El 1-butanol se decantó y se enjuagó el gel 3 veces con 5 mi de H:iPoo· El gel concentrador so 
preparó do acuerdo a la slgulento formulación: 600 µI de so/ucf6n A, 3.6 mi de H2000 y 500 µI de 
solución C. Se dogasificó la solución como se mencionó anteriormente y se lo agregó 50 µI de solución 
D, 5 µI de TEMED y 17 µI de solución E. Se homogenlz6 cuidadosamente y se aplicó sobre el gel 
separador. Inmediatamente después se coloc6 el peine (plantilla para carriles) y se dejó gelificar por 45 
minutos. Se roUró el peine y se lavó tres veces con 5 mi do H~000• 

la prepllraclón de las mueslras y de Jos marcadores de peso molecular (marcadores de peso 
molecular bajo y alto, 810 RAD) se hizo de la slgulento manera: se mezclaron 0.1 mg de muestra en 1 
mi de solución G, se homogeneizaron perfectamenle y se incubaron a 37 ºC por 15 minutos. Las 
muestras so pusieron en egua hirviendo por 5 minutos y se enfriaron a TA. Se centrifugaron 2 minutos 
a 3500 g y se aplicaron en los carriles de corrimiento del gel concentrador. Los parámetros de 
corrimfonto fueron los siguientes 20 miHampers, 200 volts y 2 watts. El tiempo do corrimiento fuó do 
aproximadamente dos horas. 

Al finalizar el corrimiento el gel so retiró dol aparato de electroforesls y so depositó en un recipiente 
que contenla 35 mi de amortiguador de transferencia (motanol 20%, glic/na 0.192 M y trlzma-baso 0.0.25 
en H20oo). 

La transferencia se realizó de acuerdo a la tócnlca de Towbin y colaboradores (96). En un cassette 
de la cámara do transferencia se pusieron en el siguiente orden los elementos: 1) esponja; 2) tres 
rectángulos de papel filtro Whatman # 3 de 9X10.5 cm; 3) gel de poliacrilamlda-SDS; 4) papel de 
nitrocelulosa (8ABS 0.45 µm, Schlelcher & SchrJoll) de 9X10.S cm; 5) tres rectángulos do papel filtro 
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Whatman # 3 de 9X10.5 y 6) esponja. Todos los elementos se mojaron previamente en amortiguador 
do transferencia (Metano! al 20%, Glicina 0.192 M y Trisma.base 0.025 M). Se cerró el cassette y se metió 
en la enmara de tranferencla. El papel do nitrocelulosa quedó entro el gol y el electrodo positivo. El 
amortiguador de transferencia debe estar a 4ºC y durante la trensforoncla debo ser enfriado por un 
sistema recirculanto. Los parámetros de transferencia fueron: 120 volts, 30 mJliampers por 75 minutos. 
Una voz que se compleló la lrensferencfa se rollró el papel de nitrocelulosa, se cortó on tiras do 
aproximadamente 3 mm y se bloqueó por 2 horas con leche descremada (Camallon) al 3.Cl°A. en PBS. 
los marcadores de peso molecular y una llra so colorearon (sin ser bloqueados) con amida black (2.0 
g Amldo blnck, SIGMA, 90 mi do mctanol J. T. Bakor, 20 mi do ácido acOUco glaclal J. T. Baker y 90 mi 
do H20oo) se destiñeron hasta quo las bandas estuvieron bien definidas con solución decolorante (90 mi 
do motanol J. T. Baker, 20 mi do ácido acóllco glacial J. T. Baker y 90 mi de H20oc:J. So hicieron tres 
lavados do 10 minutos cadn unq con PBS 0.05% do Twccn 20 (810 AAD) con agitación constante. 
Postertormento se aplicaron los sueros por separado a una concentración de 1 :5 en PBS/Jeche al 3%, 
se Incubó por 2 hora a TA con agitación consiente. So lavó tres voces como se mencionó antoriormenle 
y se adicionó el segundo anticuerpo ontt.humano marcado con fosfatasa alcalino (anli-cadonas gama 
oµ, SIGMA) diluido 1:500 en PBS/leche ol 3% y se Incubó a TA con agitación constanto por una hora. 
Se hicieron dos lavados de 10 minutos cada uno con PBS·Tween y un lavado de 10 minutos con 
amortiguador de Tris (Trlzma base O.OSM pH 8.8), El sustrato revelador (Naphtol AS-MX phosphato do 
SIGMA a una concentración da 1 mg/ml y Fast Red SIGMA a una concentración de 2 mg/ml en 
amortiguador da tris) se preparó durante el último lavado y se aplicó sobro el papel de nitrocelulosa 
pennitlendo que ésta solución cubra bien al papel. Se Incubó aproximadamente 30 minutos a TA con 
agitación constante, hasta que el control positfvo mostró una coloración bien definida. Finalmente se lavó 
con H2000• 
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7. RESULTADOS 

7.1 Identificación de los nFTC por ELISA. Se ensayaron 100 sueros de individuos 

clínicamente sanos, proporcionados por el banco de donadores del INNSZ. A dichos 

sueros se les habían practicado previamente las siguientes pruebas de laboratorio: 

VDRL, positivldad al virus de la hepatitis B y ELISA para antígenos de VIH. Todos los 

sueros fueron negativos para los tres ensayos. La tabla 3 muestra la distribución de los 

aFTC por lsotipo de lnmunoglobullna y el porcentaje de positividad encontrado. 

Tabla 3. aFTC .,, una poblacl6n humana normal 

lsotipo d• Po"'1vos 
lnnilllOQlob~ína ioo..., a E. %~•100) 

'"" ª°'º 0.027 

.... ª'" 0.12 "" 
El 85% (85/100) de los sueros estudiados a una dilución de 1 :5, fueron positivos 

para aFTC de clase lgM y ninguno de clase lgG. Los 85 sueros positivos para aFTC de 

clase lgM se inhibieron con micelas de FTC y se encontró que el 93% de ellos (79/85) 

fueron inhibidos en más del 50% de su actividad. Dado que el volumen de suero es 

importante por el número de ensayos que se practicó a cada uno, se tomaron 13 

sueros de los que tenían mayor volumen para los estudios siguientes. 

7.2 Reconocimientos de EBr. Para eliminar el reconocimiento de estructuras de 

la membrana del eritrocito diferentes a los fosfolipldos expuestos con el tratamiento 

enzimático con bromelina, los sueros se adsorbieron previamente. varias veces, con 
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eritrocitos de ratón o de humano sin bromelinizar. Los anticuerpos que reconocen la 

FTC de la membrana del eritrocito se detectaron por cltometría de flujo con un 

anticuerpo anti-humano (específico contra las cadenas µ o gama) marcado con 

isotloclanato de fluoresceina (FITC). En un primer ensayo se probaron anticuerpos 

contra lgG e lgM marcados con FITC, pero al encontrar reconocimiento sólo de lgM los 

ensayos subsecuentes se hicieron sólo con antl-lgM-FITC. Los resultados mostrados 

en la tabla 4 se reportan como porcentaje de pegado. La especificidad contra FTC se 

demostró por ensayos de competencia con micelas de FTC a concentración final de 

1 mg/ml. Como se muestra en la tabla 4 el 64.5% (11/13) de los sueros estudiados se 

Inhibieron con las mlcelas de FTC. La máxima inhibición observada fue del 82% (figura 

1). Inhibiciones consecutivas con micelas de FTC no Incrementaron el porcentaje de 

Inhibición, en dos de los sueros probados (sueros 1 y 6, datos no mostrados). 
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FIGURA 1 
INHISICION DEL RECONOCIMIMIENTO DE EBr 

CON MICELAS DE FTC 

l.-, 

' IS IS 1 8 9 10 11 12 13 AMA 
SUJETOS NORMALES 

La mayoría de los sueros fueron inhibidos entre un 53 y 83%. Los sueros 4 y 13 

muestran porcentajes bajos de reconocimiento de lo.s fosfolípldos de la membrana de 
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los ERBr, estos dos sueros en cambio si reconocieron a la FTC en fase sólida (ver 

sección 6.4). De manera contraria, el suero 6 muestra un reconocimiento relativamente 

bajo (tabla 4), pero que al ser puesto en el ensayo competitivo se inhibió hasta un 

81.0%. La inhibición del reconocimiento de ERBr siguió una tendencia dosis-respuesta, 

dependiente de la concentración de micelas de FTC (figura 2), lo que demuestra que 

el ep[tope expuesto por los .ERBr es el mismo que se expone en las micelas de FTC, 

y que es reconocido por los aFL de clase lgM circulantes de los sujetos sanos. 

T.bla S. lnhlbid6n(kl ~otM EBr con 
mlcllaacM FTC ceur.... dolll·r..puMta.) 

3.0mfJ}rrJ 
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Los trece sueros seleccionados por su positivldad contra FTC, se probaron también 

contra los siguientes antígenos: DNAcs, DNAcd, GGA, vimentina y proteínas del 

citoesqueleto en dos líneas celulares, una de carcinoma de laringe humano la HEp-2 

y una cepa de fibroblastos humanos sanos. Los sueros se probaron a dilución de 1 :5 

y se hicieron ensayos de competencia para probar su especificidad. 

7.3 Actividad antl-DNAcs. El DNA nativo a concentración de 1 O µg/ml se 

desnaturalizó a 100 ºC por 10 minutos y se mezcló VN con los sueros diluidos 1:5 en 
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PBS/SBF 10%, se Incubó como se menciona en la sección de materiales y métodos 

para favorecer la formación de complejos Ag-Ac y se realizó el ensayo de ELISA para 

DNAcs. Como se muestra en la tabla 6, 7 de los 13 sueros (54%) mostraron 

inhibiciones mayores al 50% (figura 3). 

Ta!Q O Rooainoomerto 11.i DNAai en I• laM Mlllda • 1mboóo 
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INHIBICION DEL RECONOCIMIENTO DE ONAc:s 
CON ONAcs EN LA FASE LIQUIDA 
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Los SHN estudiados a bajas diluciones, reconocieron DNAcs. El que los anticuerpos 

reconozcan esta estructura y no se trate de un artefacto del ensayo se demostró por 

las inhibiciones con DNAcs en la tase líquida. Como se puede ver, los sueros con D.O. 

menores a O.OB tienen inhibiciones que no rebasan el 20%. La cantidad tan pequeña 

de anticuerpo con esta especificidad está fuera de la sensibilidad del ensayo por lo que 

es prácticamente imposible demostrar su inhibición y por tanto demostrar su presencia 

en los sueros ensayados. Estos mismos anticuerpos que reconocen DNAcs muestran 

reactivldad cruzada con FTC en micelas (figura 4, tabla 7). Como se puede ver, los 

mismos sueros que mostraron reconocimiento por DNAcs y que se inhibieron con 
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DNAcs en la fase liquida son los que se inhibieron con mlcelas de FTC (Figura 5). 

Tomando en cuenta la observación antes mencionada de que los sueros con canti-
FIGURA 4 
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dades muy pequeñas de anticuerpo que reconoce DNAcs escapan a la sensibilidad del 

método, podemos considerar que otros sueros pudieran tener reactividad contra 

DNAcs y que dichos anticuerpos (como se demostró en el 54 % de los sueros 

ensayados) tengan también reactividad cruzada contra FTC. 
Figura 11 

REACTIVIDAD CRUZADA DNAcs-FTC 
FTC EN LA FASE SOLIDA 

. ·:~ 

~l.111!!-!ll~ 
123• 11678 910111213 

SUJETOS HORM .... LES 

rz.::1 IHH!BICIOH CON DH.ACI t5i INHIBlCIOH CON FTC 

La figura 5 muestra claramente la reactivldad cruzada de los anticuerpos estudiados, 

ya que al inhibir con DNAcs se observa la misma caida de las O.O. que al inhibir con 
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micelas de FTC. Obsérvese la relación tanto en los sueros 2, 3, 7, 8, 9, 11 y 13 que se 

inhiben con ambos antígenos como en aquéllos en donde no existe el anticuerpo o lo 

hay en concentraciones muy bajas. 

7 .4 Actividad anll·DNAcd. Los sueros seleccionados fueron probados para 

actividad antl-DNAcd por ELISA, encontrándose un importante reconocimiento por lo 

que fuá necesario demostrar la especificidad de los sueros hacia la molécula de 

DNAcd. Para tal efecto se hicieron curvas dosis-respuesta con concentraciones de 

DNAcd de 1000 µg/ml a 15.6 µg/ml y con dilución constante de los sueros (1:5). En la 

figura 6 se muestran las curvas dosis-respuesta de ocho de los sueros ensayados. 
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" 
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A medida que la concentración de DNAcd en el medio disminuye, la cantidad de 

anticuerpo libre contra DNAcd es mayor y por tanto hay más reconocimiento del DNAcd 

de la fase sólida Una vez demostrada la actividad anli-DNAcd de los sueros por curvas 

de Inhibición se procedió a Investigar el efecto que tiene la Inhibición con DNAcd sobre 

la actividad anti·FTC. 
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FIGURA 6 
INHIBICION DEL RECONOCIMIENTO DE ONAcd 
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Mediante el ELISA de FTC se probó la actividad de los sueros previamente Inhibidos 

con DNAcd en la fase liquida y se encontró que el 100 % de los sueros (13/13j fueron 

Inhibidos con DNAcd en su actividad aFTC. La figura 7 muestra estos resultados. 
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FIGURA7 
INHIBICION DEL RECONOCIMIENTO DE FTC 

CON ONAcd EN LA FASE LIQUIDA 

1 2 3 ' a o T e e ro ~ 12 ~ 
SUJETOS NORMALES 

Los sueros inhibidos con DNAcd fueron probados también por EUSA para actividad 

de FR con la finalidad de detectar reactivldad cruzada. Los porcentajes de inhibición 
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de los sueros estudiados se muestran en la tabla 1 O y en la figura 8. El 84% de los 

sueros se inhibieron por arriba del 20%, los sueros 4 y 11 muestran las inhibiciones 

menores. En los ensayos de inhibición con ONAcd se observa que existe reactividad 

cruzada contra GGA por los anticuerpos detectados a diluciones bajas en los sueros 

de los sujetos sanos. 
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE FA 
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7.5 Actividad de factor reumatolde. Al probar los sueros a bajas diluciones contra 

lgG por ELISA se encontró como se muestra en la tabla 11 (figura 9), un importante 

reconocimiento de esta molécula en la fase sólida por anticuerpos de clase lgM y no 

hubo reconocimiento por anticuerpos de clase lgG. Al ser inhibidos los anticuerpos de 

clase lgM con gama globulina agregada (GGA) en suspensión se observaron 

Inhibiciones hasta del 66%. El n% de los sueros se inhibe con GGA por arriba del 

20%. Los sueros 11 y 13 son nuevamente los que muestran las O.O. más bajas. El 

suero número 3 a pesar de tener O.O. relativamente altas en el ensayo de ELISA 

muestra un porcentaje de Inhibición bajo, que puede estar dado por diferencias en el 
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epitope reconocido en la molécula del inhibldor en la fase líquida y el epítope que se 

expone en la placa de ELISA (fase sólida). 

Los sueros Inhibidos con GGA fueron además ensayados por ELISA para aFTC con 

la finalidad de ver cómo se ve afectada dicha actividad por la presencia de la molécula 
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FIGURA. 9 
INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE FA 
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de lgG agregada en suspensión. Como se puede ver en la figura 10 (tabla 12) el 85% 

(11/13) de los sueros se inhibieron por arriba del 20% de su actividad. Una vez más los 

sueros 11 y 13 mostraron los porcentajes de inhibición menores. El efecto descrito 

anteriormente en el suero número tres se repite, es decir, se observaron D.O. altas pero 

porcentaje de Inhibición bajo que como ya se mencionó se puede deber a diferencias 

en el epítope de reconocimiento de la molécula inhibitoria que en éste caso es GGA 

y la mol'3cula empleada para la detección (FTC). 
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FIGURA 10 

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE eFTC 
CON GOA EN LA FASE LIQUIDA 

1 2 IS e 1 8 9 10 11 
SUJETOS NORMALES 

La figura 11 ·muestra la Inhibición de los anticuerpos con actividad de FA (anti·lgG) 

por dos antígenos FTC (en micelas) y GGA. 

flgur• 11 
REACTIVIOAO CRUZADA GGA·FTC 
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Como se puede ver el patrón de inhibición es prácticamente el mismo, hecho que 

constituye una evidencia indirecta de la reactividad cruzada de los aFTC con los 

anticuerpos con actividad de FA o viceversa, y que está dada posiblemente por un 

mismo anticuerpo con polirreactividad. 
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7.6 Ensayo hemolítico. El ensayo hemolítico se realizó con eritrocitos de ratón 

tratados con bromelina, incubados con la dilución de los SHN como se describe en 

materiales y métodos. La tabla 13 muestra la hemóllsis observada como resultado de 

la activación de la cascada del complemento por la via clásica en la que el anticuerpo 

especifico es un aFL (del SHN) y la fuente del complemento la proporciona el suero de 

conejo. La hemólisis inespecífica se obtiene por tratamiento de los ERBr con la fuente 

de complemento (Blanco). El 100 % de hemólisis se obtuvo resuspendiendo el paquete 

c~lular con agua (hemólisis total). La hemólisis se expresa en porcentaje y se calculó 

de acuerdo a la fórmula descrita en materiales y métodos. 
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El 84% de los sueros (11/13) muestra claramente hemólisls debida a los anticuerpos 

contra ERBr, 72% de los cuales tienen porcentaje de ésta por arriba del 60%. Sólo dos 

de los 13 sueros no mostraron actividad hemolítica. Al comparar los porcentajes de 

hemólisis con el reconocimiento de los ERBr (Figura 12), se observa que hay 
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concordancia entre estos, lo que apoya la noción de que la hemóllsls es causada por 

estos autoanticuerpos. 

" .. 

Figura 12 
RECONOCIMIENTO DE ERBr Y CAPACIDAD 

HEMOLITICA DE LOS aFTC 
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Esto se confirma al inhibir los sueros con mlcelas de FTC, como se puede ver en 

la figura 13 (tabla 14) la capacidad hemolftlca de los sueros se abate casi en su 

totalidad. 
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Con el ensayo de Inhibición de la hemólisis queda demostrado que la capacidad 

hemolítica de los sueros está dada por los anticuerpos que reconocen al EBr, cuyo 

epítope expuesto es la FTC. 

Para determinar el epítope que reconocen los anticuerpos contra ERBr se hicieron 

ensayos de competencia con FTC y fragmentos de ésta molécula. Los resultados se 

describen en el apartado siguiente. 

7.7 Epltopes reconocidos por tos aFTC. Para determinar el epítope que reconocen 

los anticuerpos contra FTC detectados en los sujetos normales se hicieron ensayos de 

competencia con las siguientes moléculas: FTC, ácido fosfatídlco (AF), fosforilcolina 

(FrilC), acetilcolina (ACo), y trimetilamonio (TMA) (Figura 14). 

11,C·O-~-R, 
H ... !.._o-tR:r 

1 ll -K,C·O-r.0-Dl;Dl,·MU:H,\ 

FTC 

THA 

AF 

-o-~o-ot,-DI, -Ñ<ot,\ 

Fr.s.1C 

H,C 
H,C-~·-0\-CltD-fi-CH:r 
H1C O 

ACo 

Rgura 14. Representación esquemática de la molécula de fosfatlchlcollna y de las porciones de ésta utilizadas 
para delerminar el cpftope reconocido por los aFTC. FTC = Fosfalldilcolina; AF = Acldo fosfatkllco; 
FrilC = Fosforilcolina; A, y Ai =Cadenas de ácidos grasos; TMA = Trimetilamonlo; y ACo = Acetl!colina. 
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Inhibiciones mayores al 40% se consideraron como verdaderas en función de lo 

siguiente: 

a) Concentraciones relativamente altas del inhibidor (1 mg/ml) no dan inhibiciones 

del 100%. 

b) Inhibiciones consecutivas de los sueros con el mismo inhibldor no eliminan en 

su totalidad el reconocimiento de FTC en la fase sólida. 

c) Inhibiciones superiores al 30% dan, en ensayos de inhibición dosis-respuesta, 

curvas bien definidas que muestran reconocimiento específico. 

De lo anterior se concluye que, inhibiciones entre el O y el 20% pueden ser 

inespecificas. 

En la tabla 15 se muestran los porcentajes de Inhibición del reconocimiento de FTC 

en la fase sólida con las diferentes moléculas en fase líquida 

Tabl• 15. Ep{topnreconoddoeporlol aFTC de 1ujltofnomiald. 
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En este experimento como en los previos la inhibición del reconocimiento de FTC 

en la fase sólida con mlce\as de FTC tué en todos los sueros ensayados (13/13) del 
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80%. Al Inhibir con la fracción de la molécula que no posee al grupo colina (ácido 

fosfatídlco) el reconocimiento disminuyó lmportantemente. En dos de los sueros (4 y 

13) las Inhibiciones están en niveles de inespeclficidad, lo que sugiere que no hubo 

inhibición alguna con ésta molécula. Los anticuerpos de los sueros 7 y ·11 alcanzaron 

inhibiciones por arriba del 70.0%, es decir, presentan un patrón de reconocimiento muy 

similar al de la FTC con et AF. Los sueros restantes (1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 1 O y 12) 

muestran inhibiciones del 50% con la molécula de AF hecho que manifiesta la 

Importancia de esta porción en el reconocimiento de los anticuerpos contra FTC. Al 

ensayar la cabeza polar (fosforilcollna) de la FTC, se obtienen reconocimientos 

prácticamente Iguales a los de la molécula de FTC completa. Lo que nos lleva a pensar 

que dicho epítope juega un papel cardinal en el reconocimiento de la FTC por los 

anticuerpos encontrados en los sujetos sanos. La pérdida del fosfato elimina 

completamente el reconocimiento de la cabeza polar como se puede ver al realizar 

enzayos de competencia con acetilcolina. Este ensayo nos muestra la Importancia del 

grupo fosfato en el reconocimiento de la molécula de FTC. Por último tenemos los 

ensayos de Inhibición con la porción más distante de la cabeza polar de la FTC, el 

grupo trlmetilarnonio. Las inhibiciones astan en niveles que determinamos de antemano 

como inespecífica. Sin embargo, no son tan bajas como las observadas con ACo, en 

las que la absorción no altera el reconocimiento de la molécula de FTC en la fase 

sólida, lo qua podría significar un reconocimiento muy bajo de la porción TMA por ser 

una molécula muy pequeña a pesar de que se encuentra unida a albúmina para llevar 

a cabo el ensayo. En los ensayos de competencia para detectar el reconocimiento de 
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las moléculas de FTC, AF y FrilC, se monitorizaron los reconocimientos con curvas 

dosis respuesta de un control positivo conocido. El control es el suero de un paciente 

con anemia hemolítica autoinmune descrito por Cabra! y colaboradores (11). Para el 

caso del TMA, dicho control mostró Inhibiciones no mayores del 40%. 

Por los resultados de las inhibiciones de los trece sueros y dado que no se cuenta 

con un control positivo fuerte, los resultados de reconocimiento del TMA deben ser 

tomados con cautela. 

7.B Detección de anticuerpos anllnucleares (AAN) y anllcttoplásmlcos (AAC) 

por lnmunofluorescencla Indirecta (IFI). El ensayo de lnmunofluorescencla se realizó 

como se describe en materiales y métodos, utilizando dos fuentes de. antígenos la línea 

celular de carcinoma de laringe humano HEp·2 y una cepa celular de fibroblastos 

humanos sanos. Con dichos sustratos se Investigó en los sueros la presencia de 

patrones de tinclón tanto del núcleo como del citoplasma. Como controles de patrones 

nucleares se utilizaron el suero de un paciente con lupus eritematoso generalizado 

(LEG) y el de un paciente con enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC). y como 

.control de AAC se utilizó el suero de un paciente con cirrosis biliar primaria y el suero 

de un paciente con LEG que mostró un patrón citoplásmlco homogeneo por IFI. Los 

controles se diluyeron 1:160 y los SHN 1:5 inicialmente para poder comparar los 

patrones. En la tabla 16 se describen los patrones observados. 

Patrones de reconocimiento nuclear se observaron exclusivamente con los 

anticuerpos de clase lgG de los sujetos normales, en tanto que, no hubo 
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reconocimiento de los componentes nucleares por anticuerpos de ciase lgM, sin 

embargo, el reconocimiento de estructuras citoplásmicas se observa tanto con 

anticuerpos de clase lgG como de clase lgM. 

T•bl• 19. Palto11n de AAN y AAC eneon1r11dosen lot 1ujelos sanin 

'"" '"'' 
A11111stra ..,, MC MC 

1 MG + 1:5 C• + 1:5 ... FI +• 1:10 

' 
,,.. e•+ J:S ... CJI + 1:10 

3 M0+1:5 C4' + 1:5 .... FI +++1:20 

' MO+l:5 CI + l:S ... C# + 1:5 

' MO + 1:5 C• + l:S ... FI ++ 1:10 . ... CI + 1:5 ... FI +++1:20 

' ... ... ... F1 +++1:20 

• MQ+ 1:5 ... ... FI +•+1:20 . ... ""• .... FI ++ 1:10 

" MG + 1:5 e•+ 1:s .... FI +++t::<>O 
lf .... ... , ... FI +++1:20 

" .... ... ... FI ••+l.'20 
13 MQ + 1:5 Cit + 1:5 ... Clt+l:S 

Ma • Motndo grvMo 
Cll • CltOf)&nmlc:o 
FI • Fllamwd0tlntltflMCl.os 

Un fenómeno muy peculiar es el observado en los patrones citoplásmicos, para los 

anticuerpos de ciase igG el patrón de reconocimiento es citoplásmico 

homogeneamente distribuido, mientras que el patrón cltoplásmlco que muestran los 

anticuerpos de clase lgM de los sueros estudiados es en el 77% (10/13) de filamentos 

Intermedios (figura 15) y en el 23% restante es también citopiásmico pero con 

distribución homogenea. 

Las preguntas siguientes a responder son: ltienen los AAC reactividad cruzada 

contra FTC? o bién lson los mismos anticuerpos, los detectados con FTC que los que 

se observan por IFI? 

Para contestar las preguntas se utilizaron las siguientes estrategias: 
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1) Inhibición de los sueros con FTC y posterior ensayo por IFI. 

2) Inhibición de los sueros con vimentina (proteína mayoritaria de los filamentos 

Intermedios) y ensayos de EUSA para aFTC . 

. En el ensayo de inhibición con FTC fueron necesarias dos inhibiciones con 

concentraciones de 1 mg/ml de micelas del fosfol(pido para eliminar por completo los 

patrones de filamenlos Intermedios y citoplásmico homogeneo que dan los anticuerpos 

de clase lgM. 

A B 

Flgura 15. La fotografta muestra el patrón citoplásmico de filamentos intermedios del sue10 número 1 en los 
dos sustnltos A. HEp-2 y e. Flbfoblastos humanos sanos. 

Los trece sueros Inhibidos con micelas de FTC perdieron totalmente el 

reconocimiento de las estructuras del citoplasma por los anticuerpos de clase lgM. Los 

anticuerpos de clase lgG no se vieron modificados ni en el reconocimiento de 

estructuras cltoplásmicas ni en el de estructuras nucleares, lo que sugiere que no existe 

reactividad cruzada de estos anticuerpos con otros antígenos, o bien, que el epitope 
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que se expone en las mlcelas de FTC no es reconocido en forma cruzada por los 

anticuerpos de clase lgG que se unen a componentes nucleares y citoplásmicos, en 

tanto que, los anticuerpos de clase lgM contra estructuras cltoplásmlcos manifiestan su 

polirreactivldad al ser Inhibidos por las micelas de FTC. 

La demostración del reconocimiento cruzado de los MC de clase lgM con FTC 

detectados en el suero de sujetos sanos se presenta en el apartado siguiente. 

7.9 Determinación do la roactlvldad cruzada de los aFTC con vlmentlna, 

Mediante la técnica de lnmunopunto (Dot Blot) se pudo demostrar la presencia de 

anticuerpos contra vimentina con una alta senslbllldad y especificidad utilizando 

concentraciones de antígeno bajas (5·10 µg). La figura 16 muestra el reconocimiento 

de la vlmentina por los anticuerpos de los sueros estudiados. 

Como se puede ver todos los sujetos estudiados mostraron reconocimiento por la 

proteina, el reconocimiento especifico se demostró por ensayos de Inhibición con FTC, 

GGA, DNAcd, DNAcs y vlmentina La Inhibición con cada uno de los antigenos se 

muestra en la tabla 17 y se expresa como Inhibición ( +) o ausencia de ésta (Neg). 

Existe una importante reactlvidad cruzada de los aFTC con los antígenos probados, 

hecho que se demuestra con los ensayos de Inhibición (tabla 17). 

Todos los sueros fueron Inhibidos por cuando menos tres de los antigenos lo que 

manifiesta una importante polirreactividad con estructuras conservadas fllogenéti

camente. 
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Figura 18. En la fotograrla so muestran los resultados de la técnica de lnmunopunto para la detecc:lón de 
anticuerpos eontra vlmontlna en los sueros estudiados. SHN= Suero humano normal. 

Un fenómeno que salta a la vista al observar detenidamente los datos de la tabla 

17 es el hecho de que más del 90.0% de los sueros reconocen en forma cruzada las 

estructuras que poseen el grupo fosfato como constituyente de la molécula, lo cual 

corrobora los hallazgos presentados con respecto al epitope de reconocimiento de los 

anticuerpos que fueron originalmente detectados por el ensayo de ELISA para aFTC. 

Tabla 17. Inhibición del reconocimiento a vlmentina de los 
MtlcU9fPOS de clase lgM por dllerentes antígenos Orvnunopunto), 

lnhlbldor 

Mue sera FTC GGA DNAcd DNAcs Vlm•ntina 

+ NoQ N .. + 
+ + + 

Noa + + + 
+ Nog N .. + 
+ Nog 

Nog 
+ 

• + + + 

'º + + Nog Nog 

" Nog + 
12 Nog + Nog 
13 Nog 

+ • S•lnhib\6 
Neg • No H Inhibió 
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7.10 Electrolnmunotransforencla {Western bici). Mediante ésta técnica se pudo 

corroborar el reconocimiento de la proteína del citoesqueleto. vimentina, que se detectó 

po~-IFI e lnmunopunto. Como se puede ver en la figura 17 la banda de reconocimiento 

de la vlmentina purificada (SIGMA) sólo es reconocida por los anticuerpos de clase lgM, 

no siendo así con los de clase lgG presentes en los SHN estudiados. 

figura 17. A. Marcadoros de peso molecular alto preteftido• (BIO·RAD): B. vimentlna (SIGMA tenida conamldo 
black); C. 4 SHN, isotlpo lgG; O. 4 SHN isotipo lgM; y E. Anllc:uerpo monoclonal ANTI·VIMENTINA 
(clona V·9 SIGMA). 

Todos los sueros fueron positivos contra vimentina como lo muestra también el 

ensayo de electroinmunotransferencia. Se corroboró que sólo anticuerpos de clase lgM 

reconocen vimentlna En la tabla 18 se muestran las Inhibiciones con FTC, GGA, 

DNAcd, DNAcs y con vimentina del reconocimiento de la banda de vimentina, en los 

trece sueros ensayados. 

Como se puede ver los trece sueros ensayados son Inhibidos por cuando menos 

tres de las moléculas probadas con lo que se demuestra, una vez más, la pollrreactivl-

dad de los anticuerpos que originalmente se Identificaron con FTC en los sujetos sanos. 
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Tabla 111. Determinación de la pollrreactivldad do los aFTC de los sujetos 
sanos por Inhibición de la e!ectrolnmunotr1111sferenda (Wesh1rn blol). 

lnhlbtdor 

Mueslnt FTC GOA DNAcd DNAcs V/mentina 

• • 
10 
11 
12 
13 

+ - S. Inhibió 
Neg • No 1e Inhibió 

N11g Neg 
+ 
Neg + 
N11g Nog 

+ 
+ 

Neg 
Neg 

+ + 
+ N•g Nog 
Neg + + 
N•g N•a 
N•g 

Aun cuando la sensibilidad se aumentó con la aplicación de ésta técnica (western 

blot) para la determinación de los anticuerpos, la reactividad contra las .diferentes 

moléculas fue la misma. 

La figura 1 B nos muestra la evidencia directa del reconocimiento de los anticuerpos 

contra FTC. Los sueros diluidos 1 :5 en SBF/PBS se Inhibieron con micelas de FTC y 

se incubaron como se menciona en materales y métodos. Una vez formados los 

complejos Ag-Ac que en este caso son micelas de FTC-Ac, se centrifugaron y lavaron 

. con amortiguador de fosfatos pH neutro. Posteriormente se incubaron con un 

amortiguador hipermolar de glicina a pH bajo y el sobrenadante se ensayó por la 

técnica de inmune punto. 

En esta figura se observan los eluidos de las micelas de FTC, como se puede ver 

la proteína elulda de las mlcelas es inmunoglobulina de clase lgM. 
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Flguni ta. lsotlpo de los anticuerpos eluidos de las micelas de FTC. Estos anticuerpos lgM mostraron reactlvi
rooctMdad contra FTCpor EUSA. Los controles(+)'º" inmunoglobullnas humanas purificadas (SIGMA). 

Ningún eluido contenía lgG-aFTC. Esta es, como mencioné anteriormente, la 

evidencia directa de que existen anticuerpos de clase lgM que reconocen FTC en 

sujetos normales. 
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8, DISCUSION 

En este trabajo se descubren anticuerpos humanos de clase lgM que reconocen 

FTC en el 65% de los sueros de sujetos sanos. El tamaño de la población y la 

frecuencia de los aFTC observada nos hace suponer que el hallazgo no es un 

fenómeno fortuito, sino que la presencia de los aFTC deben tener una participación 

importante dentro del sistema Inmunológico en la defensa contra ataques por gérmenes 

patógenos, o bien, en la eliminación de sustancias de desecho o dafllnas para el 

organismo. 

La demostración del reconocimiento específico de la molécula de FTC por dos 

ensayos, uno el de Inhibición con mlcelas de FTC y otro por reconocimiento de .ERBr 

nos descarta la poslbilldad de reconocimiento o unión inespeclfica Al realizar 

inhibiciones sucesivas no se obtuvo el 100% de Inhibición, esto se debe posible mete 

a que existen otros anticuerpos de clase lgM contra EBr diferentes a los aFTC, o bien, 

podemos estar trabajando en el límite del ensayo. La elución sólo de lnmunoglobullna 

M de las micelas de FTC con las que se inhibió el reconocimiento de los ERBr y de la 

FTC en la fase sólida (placa de ELISA), confirma la existencia de aFTC a titules bajos 

en el suero de sujetos sanos. 

Teniendo como antecedente que en los ratones normales existe una cantidad 

Importante de anticuerpos hemolíticos que reconocen eritrocitos de ratón tratados con 

bromelina, el descubrimiento de éstos mismos anticuerpos en el suero de sujetos sanos 

era de esperarse. Es Importante, sin embargo, considerar el hecho de que los 
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anticuerpos se encuentran en el plasma como una "probable" mezcla de anticuerpos, 

y que los Individuos no estuvieron libres de gérmenes por lo que los resultados, 

aunque contundentes, son Indirectos pues no podemos descartar que su presencia sea 

el resultado del encuentro con un antígeno común. Sin embargo, las evidencias 

obtenidas apoyan fuertemente la noción de que los anticuerpos estudiados pertenecen 

a la familia de los autoanticuerpos naturales. 

La demostración de la capacidad hemolítica de estos anticuerpos que en algunos 

casos fue casi del 100%, nos sugiere que estos aFTC del humano son la contraparte 

de los anticuerpos contra ERBr encontrados en los ratones normales. Estos anticuerpos 

se han reportado también en otras especies como son ratas y conejos, lo que sugiere 

que son anticuerpos con especificidad conservada lilogenéticamente. Aunado a ésto, 

la participación de genes de línea germinal que codifican para los anticuerpos de ratón 

contra ERBr y que sufren muy poca o ninguna hipermutaclón somática, sugiere que 

estos anticuerpos tienen gran importancia en la respuesta inmunológica. 

Como sabemos, la mayoría de las células 8 de los ratones son células de vida 

corta, estas células se renuevan constantemente en la médula ósea a partir de las 

células tronco que no expresan lnmunoglobulinas de superficie. Estas células de vida 

media corta se les conoce como células 8 clásicas para distinguirlas de un subgrupo 

pequeño de células B denominadas células 8-Ly1 •. Las células 8 Ly1 • aparecen muy 

temprano durante la ontogenia y se propagan a lo largo de la vida de los ratones. Este 

grupo de células, poseen en su superficie lgM, como muchas de las células B pero 

además, presentan un marcador distintivo, el antígeno Ly1 que en el humano es la 
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proteína conocida como CDS. Este subgrupo de células B representa solamente el 1 % 

de las células B de bazo pero constituyen más del 50% de las células B de la cavidad 

peritoneal. 

Estudios realializados por F6rster y Hayakawa mostraron que estas células tienen 

la capacidad de autorreplicarse y repoblar compartimentos propios de las células B 

Ly1 +. en ratones receptores depletados de células B. Se sabe además que una 

cantidad Importante de los anticuerpos naturales séricos en particular del lsotipo lgM 

son producidos por estas células. Las células B Ly1 • son responsables también de la 

producción de una amplia variedad de autoanticuerpos. Los anticuerpos producidos 

por este grupo de células tienen muy limitada su capacidad de reconocimiento de 

haptenos y antígenos protélcos, sin embargo, responden a ciertos antígenos 

bacterianos tales como a-1,3 dextran (Dex) y fosforilcollna (FrilC) por lo que su 

participación en la respuesta Inmunológica contra infecciones puede ser muy 

Importante. 

La generación de las células 8 Ly-1 • tempranamente en la ontogenla, su capacidad 

de aU1opropagación y el patrón particular de especificidades expresado permite 

especular que en ésta población (posiblemente con alguna participación de subgrupos 

de células B clásicas) 'su repertorio de reglones V se selecciona tempranamente 

durante la ontogenia debido al establecimiento de una red de Interacciones 

autoestimulatorias dentro de la población celular. Dichas interacciones podrían 

predisponer al animal para dar una respuesta de anticuerpos eficiente contra Dex y 

FrilC en el momento en que se requiera. Además, las células B Ly-1 • pueden ejercer 
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una influencia sobre la respuesta Inmune dada por la población de células B 

convencionales. 

Extrapolando todos estos conocimientos a los humanos, los aFTC que muestran 

reactividad cruzada con otros antígenos como son DNAcd, DNAcs, vimentina y GGA 

pueden ser promovidos por autoestimulaciones de las células B cos• que dan como 

resultado una poza de anticuerpos naturales de Jos cuales el sistema Inmune puede 

echar mano durante un proceso Infeccioso. La polirreactlvidad de estos anticuerpos 

permite al sistema inmune contar con una variedad relativamente baja de anticuerpos 

que reconocen antígenos relacionados (sea por su estructura, por poseer grupos 

funcionales similares o por su conformación) que pueden ser eliminados rápidamente 

sin necesidad de esperar a que se desarrolle una respuesta Inmune específica contra 

ellos, ya que existen anticuerpos que reconocen a ciertos antlgenos aunque con baja 

afinidad, pero que ayudan a su depuración. 

La presencia de anticuerpos que reconocen vimentina se ha reportado no sólo en 

procesos inflamatorios bacterianos (97), parasitarios (98) y/o virales (99), sino también 

en el curso de enfermedades reumáticas (100) principalmente en el lupus eritematoso 

generalizado (101, 102). En un estudio realizado por Blaschek y colaboradores se 

reporta reactivldad cruzada de Jos anticuerpos de clase lgM detectados en pacientes 

con LEG contra CL y vimentina (103). Los autores muestran que exlste una asociación 

estadísticamente significativa entre anticuerpos contra vimentina, aCL y anticuerpos 

contra DNA especialmente con el isotipo lgM que reconoce vime~tina. Reportan 

además, asociación estadística entre aCL y anticuerpos contra DNAcs. Los anticuerpos 
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de clase lgM que reconocen vimentlna fueron inhibidos con CL y absorbidos con 

DNAcs. 

La presencia de autoanticuerpos en sujetos normales que muestran pollrreactividad 

y comportamiento muy similar al de los anticuerpos reportados en sujetos con 

enfermedades autoinmunes nos sugiere que los anticuerpos causantes de los procesos 

Inflamatorios patológicos observados en estas enfermedades, pueden ser el resultado 

de alteraciones en la regulación de la respuesta inmune normal que desencadena,. en 

la mayoría de los casos, Incrementos de los los autoanticuerpos naturales de la 

respuesta inmune. 

Los genes de las lnmunoglobullnas sufren una serie de mutaciones somáticas y 

cambio de lsotipo durante la maduración de la respuesta Inmune. Las células B que 

expresan genes V que han sido rearreglados son seleccionadas al entrar en contacto 

con el antígeno lo que hace que las clonas que expresan anticuerpos de alta afinidad 

por dicho antígeno se expandan preferentemente (104). Al entender el proceso que 

ocurre e'! la maduración de la respuesta inmune, surge inmediatamente la pregunta: 

locurre el mismo proceso durante la generación de la respuesta Inmune contra 

antígenos propios? 

En ratones NZB/NZW F, el cambio de isotipo de lgM a lgG de los anticuerpos anti

DNA edad-dependientes se han asociado con el desarrollo de la nefritis lúplca que lleva 

a estos animales a la muerte (104, 105). La producción de los anticuerpos antl-DNA de 

lsotipo lgG es dependiente de las células T CD4+ (106-108) y está estrictamente 

asociada (como lo describen Hirose y colabc.radores) con el haplotipo MHC (109) y con 
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genes de la cadena B del receptor de células T (110). Por otro lado, Shlomchick y 

colaboradores reportaron que los genes V" de los anticuerpos lgG anti-DNA e lgG con 

actividad de faclor reumatolde relacionados clonalmente y que provienen de los ratones 

MRL-Mp-/pr/lpr son portadores de una gran variedad de mutaciones somáticas (111, 

112). Ellos proponen que las clonas que producen estos autoanticuerpos de clase lgG 

son seleccionados y expandidos a través de mecanismos empujados por antígeno. 

Además se ha visto que tanto el cambio de isotipo como la selección de clonas con 

mutaciones somáticas pueden tener un papel crítico en la generación de 

autoantlcuerpos patogénlcos. Este hecho es consistente con la hipótesis que postula 

que las Interacciones T-B antígeno dependientes llevan a la producción de auto

anticuerpos patogénicos a través de cambio de lsotlpo y mutación somática. 

La mayoría de los autoanticuerpos de clase lgM obtenidos de los ratones auto

Inmunes y no autoinmunes son codificados por genes V" que no han sufrido 

mutaciones somáticas (113-115). Sin embargo, sólo en Blgunos de estos trabajos se 

reporta que la secuencia exacta de los genes V" de estos autoanticuerpos corresponde 

exactamente a la secuencia V" de lfnea germinal (115, 116). El problema estriba, según 

discuten los autores, en la dificultad de asignar genes V" de línea germinal a las 

secuencia V" expresadas, debido a que varios genes V" de línea germinal tienen 

secuencias que difieren sólo en uno o dos nucleótidos con respecto a éstas (117). 

Tomando nuevamente el ejemplo de los anticuerpos anti-DNA, en los que se ha 

demostrado la existencia de mutación somática y cambio de isotipo asociada a 

aumento de afinidad en anticuerpos patogénicos, aun en este modelo no se ha podido 
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excluir Ja posibilidad de la existencia de células B productoras de anticuerpos antl-DNA 

de clase lgG con alta afinidad que deriven de células B que expresaban lgM dirigida 

contra antígenos no relacionados (como fosforilcolina) y que al sufrir hlpermutaclón 

somática y cambio de isotipo dan como resultado células B reactivas contra DNA (118). 

Las células B CDS+ son la principal fuente de autoanticuerpos de clase lgM, 

Incluyendo Jos anticuerpos anti-DNA de los ratones NZB/NZW F, (36, 119, 120), por que 

Ja mayoría de las células B expresan genes de Ja reglón V que son codificados por línea 

germinal y muchos autoantlcuerpos JgM son codificados por genes V de línea germinal 

(113-116). 

La mayoría de las células B responsables de Ja producción espontánea de 

anticuerpos antl-DNA de clase JgM en ratones NZB/NZW F, expresan el marcador CDS. 

Existen dos posibllldades que explican la producción de autoantlcuerpos JgG por 

células B CDs· : una es que las células productoras de estos anticuerpos sean 

verdaderamente células B convencionales y Ja otra es que sean células B CDS+ que 

han perdido el marcador CDS. Evidencias circunstanciales en ratones NZB/NZW F, 

favorecen ésta última (121 ). Estudios más profundos en este sentido van a contribuir 

.al mejor entendimiento del origen de Jos autoanticuerpos en las enfermedades 

autoinmunes. 

Queda aún por determinar cuál es Ja función normal de Jos aFTC y , si son estos 

mismos anticuerpos Jos que se presentan en Jos procesos patológicos, si es así, es 

Importante el estudio de los fenómenos que ocurren para que los títulos se Incrementen 

en forma tan Importante. Por otro lado si éstos anticuerpos no son los mismos, será 
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Importante conocer la relación que tienen con los anticuerpos patológicos y cuál es el 

lnmunógeno que los seleccióna e induce a madurar como respuesta Inmune. 

Kawaguchi reportó la presencia de anticuerpos naturales en ratas y conejos contra 

ERBr, estos anticuerpos reconocen liposomas de FTC (122). El estudio muestra que 

existe una vasta producción de anticuerpos contra ERBr en ambas especies como 

respuesta al reto antlgénlco dado por lipoproteínas de baja densidad de yema de huevo 

de pollo, la respuesta a dicho reto antigénico es inmediata, hecho que apoya los 

hallazgos que muestran que está presente una gran población de células 8 productoras 

de anticuerpos contra ERBr, no sólo en ratones normales sino !amblen en ratas, y 

conejos normales. Las células B anti-·ERBr de las ratas y conejos son probablemente 

el equivalente de las células 8 antl-ERBr de los ratones. La abundancia de las células 

8 con especificidad contra ERBr en animales normales de tres diferentes especies y 

ahora descritos en el hombre, sugiere un papel Importante de estas células dentro del 

sistema im~une ya que se ha conservado filogenéticamente. El blanco real de .los 

anticuerpos contra ERBr aún no se ha determinado. La molécula que posee los 

epítopes para los anticuerpos contra ERBr es la fosfatidllcolina (26, 27, 28) fosfolípldo 

ubicuo que es componente básico de todas las membranas. 

El reconocimiento de eritrocitos almacenados (19, 20) sugiere que los aFTC 

reconocen eritrocitos que de alguna manera se han modificado y son eliminados al 

activar la cascada del complemento. Si el envejecimiento In vitre (por almacenamiento) 

de los eritrocitos puede ser igualado al envejecimiento in vivo, los hallazgos de que los 

aFTC se unen a eritrocitos normales envejecidos in vilro (19) puede ser de gran 
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importancia ya que la FTC que es un antígeno oculto de la membrana del eritrocito, al 

exponerse In viva por efecto de la sialidasa sérica o moléculas con acción similar y/o 

enzimas proteolíticas que desiallzan (121) o liberan el componente slaloglicoprotéico, 

liberan o descubren a los fosfolípidos de la membrana (19). Por otro lado, se ha 

descrito un anticuerpo natural de clase JgG anti-alfa-galactosil que regula Ja eliminación 

de eritrocitos seniles por la unión de los receptores Fe de las células del retículo 

endotelial (123). Un anticuerpo de clase lgM que reconoce epítopes (fosfatidilcolina) 

expuestos en los eritrocitos seniles, que origina la destrucción mediada por 

complemento, puede ser un mecanismo alterno para su depuración. 

62 



9. CONCLUSIONES 

1.- Encontramos anticuerpos contra fosfatidilcollna (aFTC) en el suero de 85% 

de los sujetos de una población humana normal. 

2.- El lsotipo de estos anticuerpos es exclusivamente M. 

3.- La noción de que los aFL detectados en sujetos sanos reconocen FTC se 

apoya en los siguientes hallazgos: el reconocimiento de la FTC en la fase sólida 

(ELISA). el reconocimiento de eritrocitos murlnos y humanos tratados con 

bromellna y Ja Inhibición del reconocimiento con FTC en Ja fase líquida (mlcelas). 

4.- Los aFTC mostraron una importante reactivldad cruzada con estructuras 

conservadas filogenélicamente como son: DNAcd, DNAcs, CL y vimentlna. 

Mostraron además reactividad de factor reumatolde. 

5.- De acuerdo con los estudios realizados con FTC y porciones de Ja molécula 

fue posible determinar el sitio de reconocimiento de los aFTC, que es la 

fosforllcolina. Para su reconocimiento Jos aFTC requieren tanto del grupo fosfato 

como de Ja cabeza polar (Trimetil amonio). La pérdida del fosfato inhibe 

totalmente el reconocimiento. Así mismo, se puede concluir que el grupo TMA 
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requiere tanto de los átomos de carbono como del grupo fosfato para ser 

reconocido. 

6.- Los aFTC. de clase lgM detectados en los sujetos normales son fijadores de 

complemento, por tanto son anticuerpos que tienen la capacidad de lisar las 

células que reconocen: En otras palabras los aFTC tienen una capacidad 

hemolítica importante. 

7.- La polirreactividad, el isotipo, la presencia en sujetos normales y su 

concentración coloca a los aFTC dentro del grupo de los autoanticuerpos 

naturales. 
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