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1. RESUMEN

Todos los ratones normales y auloinmunes tienen autoanticuerpos naturales que
reconocen eritrocitos bromelinizados (EBr). El epitope principal que se expona con este
tratarmfento enzimélico es la fosfatidilcolina (FTC), fosfolipido de carga neutra localizado
en la cara externa de la membrana de las células. Estos anticuerpos que reconocen FTC
son de isotipo IgM y los producen principalmente las células B Ly-1* (CD§*), un
subgrupo de células B a las que se les ha atribuido la funcién de producir
autoanticuerpos naturales de clase IgM. También se ha visto que en el ratén los
anticuerpos anti-fosfatidilcoling (aFTC) son codificados por cuando menes 5 genes V,,.
Reclentemente describimos el casa de un paciente con anemia hemolitica autoinmune
y tltulos allos de anticuerpos anti-cardiolipina de clase IgM que tienen reactividad
cruzada con FTC y que portan el idiolipo 16/6 codificado por genes de linsa germinal.
Encontramos ademés que dichos anticuerpos reconocen eritrocitos humanos y de ratén
bromelinizados y envejecidos in vitro. Tomande en cuenla los antecedentes anteriores
se plantearon los siguientes objetivos: 1. Determinar si hay aFTC en sueros de una
poblacién humana normal. 2) Detarminar el isotipo de los aFTC. 3} Determinar si estos
anticuerpos tienen reatividad cruzada con otros fosfolipidos u atras proteinas. 4)
Identificar el epitope que reconocen y 5) Delerminar su capacidad hemolitica,

Estudiamos por ELISA (IgG e IgM) la presencia de aFTC en el suero de 100
individuos clinicamente sanos. Nuestros resultados muestran que el 85% de los suesos
tianen aFTC de clase IgM a titulos bajos y ninguno tiene aFTC de clase IgG. Estudiamos
ademds 13 de los 100 sueros en los siguientes ensayos: anticuerpos contra eritracitos
de ratén bromelinizados (ERBr) y eritrocitos humanos bromelinizados (EHBr), de isotipos
IgG e IgM por citometria de flujo; factor reumatoide y anticuerpos anti-DNA por ELISA,
e inmunoflorescencia indirecta (IFl} utilizando como sustralo células HEp-2, Los trece
sueros (uvieron anticuerpos IgM contra ERBry EHBr; de éstos, nueve se inhibieron con
micelas de FTC. Todos los anlicuerpos de clase IgM aFTC se inhibieron también con
fosforilcolina y dcido fosfatidico. La reactividad de 8 de los sueros contra gama
globulina agregada (GGA) fué Inhibida con DNA y con micelas de FTC. Seis sueros IgM
anti-DNA positivos se inhibieron con DNA soluble, asi como con GGA y FTC. Todos los
sueros tuvieron anticuerpos de clase IgM contra filamentos intermedios por IFl y todos
reaccionaron contra vimentina purificada en el ensayo de inmunoelectrotransferencia.

Nusstro estudio muestra que la mayoria de los individuos sanos tienen aFTC de
clase IgM a titulos bajos y que estos anticuerpos reconocern fosforilcolina como epitope
primario, Los anticuerpos aFTC detectados en sufetos sanos tlenen capacidad
hemolitica. El isotipo y la reactividad conira antigenos evolutivamente conservados son
caracieristicas de los autoanticuerpos naturafes.
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2ABREVIATURAS

Acstileolina,

Acido fosfatidico.

Anticoagulante ldpica.

Anticuerpo.

Anticuerpos anti-cardiolipina.

Anticuerpos anti-citoplasmicos.

Anticuerpos anti-fosfatidilcalina.

Anticuerpos anti-fosfatidiletanolamina.

Anticuerpos anti-fosfolipidos.

Anticuerpos anti-nucleares.

Antigeno.

B,Glicoproteina-I.

Denota la participacién de la cascada del complemento.

Locus A del cuarto componente de la cascada del complemente,
Locus B del cuarto componente de la cascada del complemento.
Citoplasmico.

Determinante de grupo nimero 4 (Closter Designation).
Determinante de grupo nimero 5 (su contraparte en e! ratén Ly-1).
Cardiolipina.

Desviacién estandar.

Acido desoxirribonucléico,

Acido desoxirribonucléico de cadena doble.

Acido desoxirribonucléico de cadena simple.

Densidad éptica lelda a 405 nanometros (nm).

Densidad 6ptica leida a 540 nanometros,

‘a-1,3 dextran.

Eritrocitos tratados con bromelina (bromelinizados).
Acido etilendiamino tetracético.

Eritrocitos hamanos bromelinizados.

Ensayo inmunoenzimético (Enzyme linked immunosorvent assay).
Enfermedad mixta del tejido conectivo. N
Eritrocitos de ratén bromelinizados.

Filamentos intermedios.

Isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein Isothiocyanate)
Fosfolipido.

Factor reumatoide.

Fosforilcolina.

Fosfatidilcolina.

Fosfatidiletanclamina.

Fosfatidilserina.
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Aceleracién de la gravedad.

Gamaglobulina agregada.

Globulos rojos de ratdn,

Linea celutar de carcinoma de laringe humano (Human Epithelial-2).
Antigenos leucocitarios humanos (Human leukocyte Antigens).
Virus de inmunodsficiencia humana (Human Immunodeficience
Virus).

Agua destilada desionizada.

(Acido N-[2-Hidroxietil]piperazina-N'-[etanosulfénico]).
Inmunofluorescencia indirecta.

Inmunoglobulina A.

Inmunoglobilina G,

Inmunoglobulina M.

Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran.

Lipoproteinas de baja densidad.

Lupus eritematoso generalizado.

LisoFosfatidiletanolamina.

Concentracién molar.

Medio esencial minimo (Medio de cultivo).

Moteado grueso.

Concentracién normal.

Negative.

Cepa de ratones negros de Nueva Zelanda (New Zeland Whits).
Cepa de ratones blancos de Nueva Zelanda (New Zsland Black).
Amortiguador salino de fosfatos (Phosphate buffer saline).

Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (Polyacrylamide
Gel with Sodium dodecy! sulfate).

Concentracion peso/fvolumen.

Radio inmunoandlisis.

Ribonucleoproteinas.

Revoluciones por minuto.

Sindrome de anti-fosfolipidos,

Sindrome de anti-fosfol(pidos primario.

Suero bovino fetal,

Dodecil sulfato de sodio (Sodium Dodecyl Sulfate).

Suero humano normal.

Antigeno Smith.

Temperatura ambiente (Aproximadamente 20 °C}.
(N,N,N',N'-Tetrametil-etilendiamino).

Trombomedulina,

Trimetilamonio.

Tiempo parcial de 1romboplastma activa.

Exdmen de laboratorio usado para diagnosticar sifilis (Venereal
Disease Reference Laboratory).



Regién variable de las cadenas pesadas,
Regidn variable de las cadenas ligeras kappa.
Regién varlable de tas cadenas ligeras.
Concentracién volumen/volumen.



3. GENERALIDADES

3.1 Antecedentes histéricos

La asociacién entre manifestaciones clinicas y presencia de anticuerpos anti-
fosfolipidos (aFL) fué reportada primeramente en pacientes con lupus eritematoso
generalizado (LEG), quienes presentaban trombosis u otras manifestaciones vasculares
periféricas, anticoagulantes circulantes y/o prueba seroldgica para sifilis falsa positiva
(1). No obstante, fue hasta que se desarrollaron técnicas més sensibles y espscificas
para la deteccion de anticuerpos anti-cardiolipina (aCl), que se pudo conocer la
verdadera magnitud de esta asociacién. Con la aplicacién del radicinmunoandlisis (RIA)
(2) y posteriormente del ensayo inmunoenzimatico (ELISA) (3), para la deteccién de los
anticuerpos aCL, se hizo claro qus en pacientes con LEG la presencia de anticuerpos
aFL puede asociarse con diversas manifestaciones clinicas que constituyen un
sindrome dentro de la enfermedad (4). Posteriormente se encontré que el sindrome
puade presentarse en pacientes con titulos altos de aFL, y las manifestaciones clinicas
alas que se asocian estos anticuerpos, en ausencia de datos clinicos o serolégicos de
otra enfarmedad primaria, se le denominé *sindrome de anti-fosfolipidos primario*
(SAFP) (5-7), para distinguirlo del sindrome de anti-fosfolipidos secundario o asoctado

que se presenta primordialmente en pacientes con LEG.



3.2 Anticuerpos antl-fosfolipides {aFL)

Existen muchas circunstancias en las cuales los aFL pueden aparecer en un
individuo, las mas importantes son: 1.- como anticuerpos naturales, en cuyo caso son
autoanticuerpos codificados por genes de linea germinal; 2.- como resuitado de la
interaccion de factores inmunogenéticos y factores ambientales; 3.- como consecuencia
de una desregulacion inmune y/o activacién policlonal intrinseca de una enfermedad
autoinmune; 4.- como anticuerpos anti-idiotipo de otros anticuerpos; 5.- inducidos por
farmacos, y 6.- como resultado de procesos infecciosos, en cuyo caso, la génesis de

los anticuerpos aFL es principalmente dirigida por antigeno.

3.2.1 Anticuerpos anti-fosfolipidos como anticuerpos naturales

Todos los ratones normales tienen anticuerpos naturales de clase IgM contra ERBr
(24, 25). El epitope que se expone con el tratamiento de estas células con bromelina,
es la fosfatidilcolina (FTC), fosfolipido de carga neutra localizado en la cara externa de
la membrana de las células (26, 27, 28). La FTC que es el fosfolipido mas abundante
de la cara externa de! eritrocito se encuentra recubierta por sialoglicoproteinas que
pueden ser removidas por enzimas proteoliticas tales como la tiolprotéasa bromelina
(Br) (28, 30). Los aF TG son en su mayoria de clase IgM, sin embargo, se han reportado
autoanticuerpos naturales de clase IgG que estén regulados por anticuerpos de clase
IgM (31). Los anticuerpos de clase IgM son producidos princlpalmente, mas no
exclusivamente, por células B Ly-1* (CD5*) (32), un subgrupo de células B que exprasa

en su superficie el marcador conocido como CD5, que se pensaba era exclusivo de



linfocitos T. La proteina de membrana CD5 no esta relacionada con el receptor de
superficie para el antigeno del linfocito B. Las células B CD5* representan del 10-15%
de los linfocitos circulantes y de bazo (33), y constituyen la mayoria de los linfocitos B8
de! bazo fetal humano (34) y del cordén umbilical (35). A estas células se les ha
atribuido 1a funcién de ser productoras de autoanticuerpos naturales de clase IgM (36).
En ratones se ha determinado que las células B CD5* que producen aFTC se
encuentran concentradas an la cavidad peritoneal (37), y en las cavidades
pleuropericérdicas (38). En estas cavidades las células B CD5* expresan un repertorio
de anticuerpos diferente al de los linfocitos convencionales, lo cual aumenta ia
posibilidad de que la especificidad de estos anticuerpos dependa ds un grupo
particular de genes V,y V.. Se ha propuesto que estas diferencias se deben a
mecanismos de seleccidn celular que operan especificamente en la poblacién de
células B CD5* o bien en ese sitio en particutar.

El uso de un grupo de genes por los anticuerpos que musstran reconocimiento
contra ERBr ha sido demostrado por diferentes autores (39, 40, 41). En el trabajo de
Andrade y colaboradores (41), se muesstra la distribucidn relativa de diez genes V, y
siete V, con lo que los autores concluyen que la distribucion es dependiente de la
locatizaciéon de las células, su interaceidn 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 (Q52), V,, 5107
(S107), V,, X24 (X24), V,, PB14 (JE0S), V,, P6-3R1 (30-60), V,, PNP (V,, 11) pertenecientes

todos a la familia V,, 11. De la familia V,, los que codifican para autoanticuerpos



naturales son: V, 1, V4, V,8, V,9, V.21, V,22 y V,23. Algunos de estos anticuerpos tienen
reactividad cruzada contra otros fosfolipidos zwitteridnicos y/o anjénicos incluyendo
cardiolipina (26).

Parece ser que en elapas tardias de la vida de ratones NZB, se incrementan los
titulos de anticuerpos naturales contra FTC, fendmeno que coincide con un segundo
brote de anemia hemolitica que ios lleva a la muerte (42), Recientemente, nosotros
describimos el caso de un paciente con anemia hemolitica y titulos altos de aCL de
clase IgM con reactividad cruzada contra FTC (19). Los anticuerpos purificados de su
plasma reconocieron ERBr y eritrocitos envejecldos in vitro. Este ultimo hallazgo nos
sugiere que {os autoanticuerpos contra FTC pueden participar en la eliminacién de
eritrocitos envejecidos.

La nocién de que los autoanticuerpos aFl pertenecen al grupo de los
autoanticuerpos naturales se apoya en los siguientes hallazgos: primero, la
identificacién dae un idiotipo relacionado con el idiotipo pablico 16/6 (43) en el suero de
pacientes con SAFP (44). Los anticuerpos que portan dicho idiotipo son codificados por

' genes da linea garminal que sufren poca o ninguna mutacién somatica (45); segundo,
se encontrd ademas que élgunos pacientes con SAFP tienen aumentado el nimero de
células B CD5* circulantes (46), subgrupo de células B que es productor de

auteanticuerpos naturales, demostrado esto ltimo en modelos murinos.



3.2.2 Factores inmunogenéticos y aFL

En los familiares de pacientes con LEG se encontré una alta prevalencia de aFL
(especificamente aCl), detectados por ELISA, comparados con la poblacién 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), particWlarmente 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 asociacién de aCL y HLA-DR7 se reporté también en pacientes con LEG del
norte de ltalia, en tanto que una asociacién entre HLA-DR4 y aCL de pacientes con LEG
fue reportada en un estudio pequefio realizade en Inglaterra {49). Los estudios
anteriores reflejan las diferencias étnicas de la frecuencia de los genes HLA-DR entre
dos poblacicnes. Esto también puede reflejar la participacion de los genes HILA-DRB4
debido a que ambos antigenos estan contenidos en el DRwS3 y portan la cadena
DRB4.

En pacientes con SAFP de Inglaterra, se encontraron aumentados en frecuencia el
DR4 y el DRwS3. El DR3, DRwS2a y la delecidon en ef gen de C4A qua estan
fuertemente asociados con LEG en pacientes caucdsicos y en la poblacién negra se
encontraron disminuidos en ese estudio, lo cual apoya las diferencias en la
predisposicién genética cuando se comparan paclentes con LEG definido (50). Ei
DQw7 en estos pacientes se encuentra aumentado, los autores sugieren que el
incremento se debe a desequilibrio de unidn entre el DR4-DRWS3 y el DOW?, y que el

locus DR estd mas fuertemente asociado que el DQB en pacientes con SAFP Aun mas,



el riesgo relativo tan alto en pacientes con SAFP esta dado por el alelo DRwS3, el cual
esté presente en todos los pacientes con aCL positivos de este estudio, lo cual sugiere
que este alelo puede jugar un papel directo en al desarrollo de respuesta autoinmune
por fosfolipidos (50).

En un estudio realizado en pacientes mexicanos con SAFP y sus familiares de
primer grado, se encontrd que 17 de los 19 pacientes son positivos para HLA-DR2,
DQw1 y/o DRS en tanto que los otros dos son homocigotos para DR3 y DR4 (51). Ei
DR5 se encontré significativamente aumentado en paclentes con SAFFR lo cual apoya
la nocidn de que la cadena B del DR y DQ tisne secuencias relacionadas con la
produccién de aFL en estos pacientss. Racientemente el mismo grupo de investiga-
dores tipificaron los genes DRB y DQB de los 17 pacientes mexicanos con SAFR por
la técnica de reaccién de polimerasa en cadena (PCH) 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 haplotipos de sujetos normales). En el estudio se
muestra que 14 de los 34 cromosemas de los pacientes presentaron el alelo DRw52
sin estar presente el DR5 lo que sugiere una participacion independiente de los genes
DRB1 y DRB3 en el desarrolio del SAFP

Otros datos que apoyan la participacion de factores inmunogenéticos en el
desarrollo del SAF recide en el estudio de familias en las que se ha encontrado mas
de un miembro con el SAFR asi como el estudio de familias con un miembro con SAFP

y otro u otros con LEG (53).



3.2,.3 Des-regutacién inmune y aFL

La desregulacién inmune trae como consecuencia una excesiva produccién de
autoanticuerpos, incluyendo ios aFL, que es un punto cardinal en pacientes con LEG
(54). En aquellos pacientes con SAFP puede también ocurrir desregulacién inmune que

puede ser diferente a 1a que ocurre en pacientes con LEG u otras enfermedades

autoinmunes.

3.2.4 aFL como anticuerpos anti-idiotipo

El andlisis serolSgico de idiotipos ha permitido incluir ciertos mecanismos en la
generacion de autoanticuerpos, a pesar de que el origen de esta respuesta ain no se
define. Los estudios de las actividades biolégicas de los idiotipos y sus anti-idiotipos
han iluminado ciertos puntos en el desencadenamiento de las enfermedades
autoinmunes. Shoenfeld y Mozes (55), mostraron que la inmunizacién de ratones
normales con un anticuerpo monoclonal humano que porta el idiotipo 16/6 produjo una
entermedad con car;acter(sticas clinicas, serolégicas e inmunopatoldgicas iguales al
LEG. Estudios posteriores demostraron que también un anticuerpo anti-idiotipo puede
'produclr e mismo fendmeno, lo que sugiere que Ia perturbacién de la red idiotipo-anti-
idiotipo por un idiotipo patogénico o un antiddiotipo puede iniciar multiples
manifestaciones de LEG, Existen estudios relacionados con la respuesta proliferativa -
det 16/6 y del anti-16/6 en céluias T de pacientes con LEG, sus familiares y en sujetos
controles. Los resultados sugieren que la alteracién de la red del 16/6 también puede

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

n



En modelos murinos se ha podide demostrar draméticamente que la manipulacién
de una red de anti-idiotipos puede inducir la produccién de autoanticuerpos (68). La
regulacion de la respuesta autoinmune por interacciones idiotipo-anti-idiotipo también
ha sido demostrada (59).

La observacién de idiotipos con reactividad cruzada entre los anticuerpos contra la
proieina p24 gag del virus de inmunodeficlencia tipo 1 y los anticuerpos anti-Sm del
suero de pacientes con LEG, sugiers, que el desarrollo de un praceso infeccioso juega
un papel importante en la generacién de una poblacién idiotipica wvia mimetismo
molecutar (60), Con la desregulacion de éstos anticuerpos por un mecanismo de
retroalimentacién positiva, no dependiente de idiotipo, se puede intensificar y perpetuar
la respuesta (61).

La posibilidad de que algunos aFL pueden ser anticuerpos anti-idiotipo de otros
anticuerpos emerge a consecuencia del descubrimiento de un anticuerpo de cabra
contra proteina C, un anticoagulante natural humano, que expresa idiotipes 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-protefna G,

también se comportan como aCL (62).
3.2.5 aFL. Inducidos por férmacos

A algunos pacientes que reciben tratamiento con clorpromazina se les han

detectado titulos altos de aFL. (63), este fArmaco, puede inducir LEG (64), asl como en

12



algunos casos, la produccidn de anticuerpos antinuclearss en ausencia de

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

3.2.6 aFL inducidos por infecciones

El primer aFL. reportado fue e! relacionado con sffilis, que posteriormente se usé
para el diagndstico seroldgico de esta enfermedad. En procesos infecciosos virales
tamblén se ha podido demostrar el incremento en los titulos de aFL (66). En pacientes
con el virus de inmunodeficiencia adquirida (HIV), el incremento en los titulos de estos
anticuerpos se ha atribuido a Infecciones aportunistas (67, €8), sin embargo, Maclean
y colaboradores proponen que el virus es por si mismo capaz de inducir la produceidn

de aFL (69),

3.3 Anticuerpos anti-fosfolipidos y anemia hemolitica

En el trabajo publicado por Delezé y colaboradores se encontré una fuerte
asociacién entre la anemia hemolitica y aCL de clase IgM a titulos altos en pacientes
con LEG (15). El papsl patogénico de estos anticuerpos en la produccién de la anemia
hemolitica se ha hipotetizado pero aun no existe demostracion directa. La razén por la
cual se duda de que los aFL tengan un papel patogénico en la anemia hemolitica es -
el conocimiento de que los FL anidnicos se localizan en la cara interna de las
membranas celulares y por [o tanto no quedan expuestos a dichos anticuerpos (16, 17).
No obstante, se ha reportade que en eritrocites que han sufride algin dafo en la

integridad de sus fosfolipidos (FL) ani6nicos puede exponerse en la cara externa de la

13



membrana celular (16) y de esta manera pueden dar origen a anticuerpos patogénicos
que tieren capacidad de reconocer fosfolipidos zwitteriénicos por reaccidén cruzada
{18).

En ef trabajo de Cabrat y colaboradores {19) se reporta un paciente con anemia
hamglitica y aFTC unides a sus eritrocitos en el momento de hemdlisis activa. Los
autares reportan ademds, que los anticuerpos eluidos de los eritrocitos raconocen
eritrocitos de ratdn tratados con bromelina (ERBr), vy que al estar presentes las
proteinas del complemento producen hemdlisis. Los anticuerpos reconocen ademéas
eritrocitos almacenados, procedimignto que expone la FTC del eritrocito por pérdida de
la capa staloglicoprotdica que la recubre. Estos no son los primeras datos de la
capacidad hemolitica de Jos aFL en el humano, En 1961 Jenkins y Marsh reportafon
tres pacientes con anemia hemolitica y prueba seroldgica para sifilis falsa positiva, a los
pacientes se les detectaron ademdas, anticuerpos qus reconacian efitrocitos
almacenados y tratados con enzimas (20). Oken y colaboradores describleron un
paciente con anemia hemolitica y prueba de Coomb's positiva, VDRL positivo, 1gM
sérica aumentada asi como factor reumatoide positivo {21). Cooper y colaboradores
reportaron un paclente con linfoma y antecedentes de anemia hemolitica quien
desarrollo un anticuerpo monacional IgM, que debldo ala reaccién fuertemente positiva
para VDRL se encontré que reconocen CL y FTC. Estos dos fosfolipidos junto can el
colesterof forman el antigeno de la prueba de VDAL (22). Del Papa y colaboradores
describieron un paciente con SAFE anemia hemolitica y crioglobulinemia cuyés

anticuerpos eluidos de sus eritrocitos presentaban reactividad cruzada con CL. E!
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isotipo de los anticuerpos detectados fué IgG y reconocian exclusivamente fosfolipidos
con carga negativa (23).

3.4 Sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos (SAF)

La existencla del SAF como entidad clinica propia esta cada vez mas definida y
delimitada. Diversas manifestaciones clinicas se correlacionan con la presencia de
anticusrpos anti-fosfolipidos en suero y atin en otros fluidos biolSgicos como orina (8).
Las manifestaciones clinicas incluyen una alta frecuencia de oclusiones vasculares que
habfan sido originalmente observadas en pacientes con anticoagulante lGpico (AL)
positivo y prueba serolégica para sifilis falsa positiva (1, 8). Uno de los trabajos mas
extensos y con mayor numere de pacientes estudiados es el elaborado por Alarcén-
Segovia y colaboradore.s en 1989 (10), en el que se aestudiaron los aCL de 500
pacientes con LEG mediante ELISA, usando CL como antlgenb. Las manifestaciones
clinicas que se encontraron significativamente asocladas con la presencia de aFL a
titulos altos fueron: trombosis venosas (particularmente las que se presentan en forma
recurrents), rombocitopenia, anemia hemolitica, perdida fetal repetida, livedo reticularis,
Ulceras en piernas, oclusiones arteriales, hipertension pulmonar y mielitis transversa.
Las tres Gltimas mostraron una asociacién muy débil, al parecer debido a la baja
fracuencia con [a que.se presentan en pacientes con LEG. Para definir mejor la
significancia de la asociacion los autores usaron dos estréteglas, una de ellas fue el
estudio de un ndmero grar.|de de pacientes conbla maﬁifestaclén clinica en cuestién
(fuera del grupo de los 500 pacientss estudiados) y la otra fué el investigar la.presencla.

de las manifestaciones en paclentes con SAFR
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También se han asociado la presencia de aFL. con valvulopatia cardiaca (11) y con
hipoadrenalismo que se ha encontrado en pacientes con SAFP (12). La corea no
estreptocdcecica 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 clinicas se asocian preferentemente con aFL
de clase IgG, como son la pérdida fetal repetida, la trombosis venosa y la
trombocitopenia, en tanto que se asocian con aFL de clase IgM la anemia hemolitica,
las dlceras en piernas, el livedo reticularis, la hipertensién pulmonar y la mielitis
transversa.

Los pacientes con SAF pueden tener titulos altos de los aFl. en forma persistents
detectados por ELISA, aln cuando el ensayo de AL retorne a [a normalidad. Ishii y
colaboradores (14) analizaron un grupo de pacientes con LEG e identificaron dos
subgrupos: uno que mostrd persistentemente titulos altos de aFL y otros con
incrementos eventuales pero generalmente con titulos bajos (nermales) de tos aFL. El
subgrupo con aFL persistentemente altos presentan las manifestaciones clinicas
asociadas al SAF, sin variacion en los titulos del anticuerpa con la actividad de la
enfermedad vy una baja frecuencia de nefitis lOpica. El subgrupo con titulos
intermitentemente altos presenta s6lo algunos sintomas del SAF, los titulos de los
anticuerpos aumentan con los perfodos de exacerbacién de la enfermedad y tienen una

alta frecuencia de nefritis lGpica.
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3.5 Epitopes reconocidos por los aFL

Los aCL tienen una amplia reactividad cruzada contra otros fosfolipidos de carga
negativa (70). Esto es verdad particularmente en anticuerpcs de clase IgG de pacientes
con LEG, en tanto que, los anticuerpos de clase IgG de pacientes con sifilis, los de
clase IgM de pacientes con LEG, SAFP y sifilis reconocen ademas FL zwitteriénicos (19,
71, 72). En algunos pacientes se han reportado aFL que reconocen fosfatidiltanclamina
(FTE), estos anticuerpos no muestran reactividad cruzada contra cardiolipina, porlo que
se ha propuesto que el recenocimiento es especificamente de la LisoF TE, un producto
de degradacién de la FTE que tiene reactividad cruzada parcial con cardiolipina (73).
El reconocimiento especifico de la FTE es importante debido a que los anticuerpos que
reaccionan contra este FL lo hacen cuando se encuentra en fase hexagonal i (que es
una conformacién espacial diferente a la que forma la capa lipidica), no existiendo
reconocimiento del FL en Ia fase lamelar (74). Los fosfolfpidos in vivo se disponen en
fase lamelar (bicapa). Con ello se puede pensar que al tomar una conformacién no
usual los FL pueden ser patogénicos, lo que desencadena la respuesta inmune contra
ellos.

Un estudio interesante en ratones realizado recientemente por Rauch y Janoff (75),
mostré que la FTE en fase hexagonal es mas inmunogénica que en fase lamelar en
ausencia de adyuvantes. Los aFL resultanies de esta inmunizacion fueron fuertemente
reactivos contra FTE, mostraron reactividad cruzada contra cardiolipina y tuvieron
actividad funcional de AL. Otro punto importante relacionado con el epitope involucrado

en la reactividad 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
Actdos grasos. Ef reconocimiento de dicha cadena depende del tamario de ésta (71).
La importancia de la cabeza polar de los FL se ha cbservado tanto en anticuerpos
derivados de pacientes con sifilis como en aquellos derivados de pacientes con LEG
(76). Par otro lado existe el reporte de un estudio en el que se encontré que ja unién
de los aFL. es dependiente de la cadena de 4cidos grasos y requiere de cadenas de
14 &omos de carbono como minimo (77).

De acuerdo a los estudios reportados por Pengo y colaboradores (78), es muy
probable que no todos los anticocagulantes "Lupicos” circulantes sean el mismo aFL. En
un estudio en el que se fracciond el plasma de dos pacientes con titulos altos tanto de
aFL como de AL se encontrd, 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 encontré que 15 sueros con AL
positivo tuvieron aFTE y fueron inhibidos en el reconocimiento de éste FL con
tromboplastina. Sin embargo, ia mayoria mostré reactividad cruzada con CL (81).

Se ha observado que la reactividad cruzada es principaimente entre FL. cargados
negativamente y DNA de cadena simple (DNAcs) pudiendo extenderse al
reconocimiento de plaquetas y células endoteiiales (82, 83).

Dos grupos diférentes han reportado simultineamente que los anticuerpos
purificados por afinidad contra FL cargados negativamente, no reconocen Cl. pegada

aplacas 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 dirigidos contra fosfolipidos zwitteridnicos (19, 79).
Posteriormente se investigé la posible participacién de un cofactor sérico, que se
identific6 como B.glicoproteina-l (3,GP-l) también conocida como apolipoproteina H
(84), la cual forma complejos con compuestos anidnicos incluyendo FL. de carga
negativa. La formacién del complejo 8,GP-I-FL aniénico parece ser requerida para que
los anticuerpes contra FL de carga negativa reconozcan al FL, cuando menos en
suaros de pacientes con LEG (86). El cofactor tiene fuerte afinidad por FL aniénicos y
no por FL de carga neutra y se comporta como acarreador protéico de compuestos de
carga negativa incluyendo los fosfolipidos. La existencia de anticuerpos contra ta 8,GP
en ausencia de FL anidnicos es controversial (85, 85). Ei papel! fisiolégico 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
recon'ocerla cuando se encuentra unida a FL sugiere que puede tener efectos protrom-

béticos.

3.6 Heterogeneidad funcional e inmunoquimica de los aFL

La mayoria de los aCL tiene reactividad cruzada con otros FL anifnicos, sin
embargo, sélo algunos reconocen también FL zwitteriénicos. Esta reactividad puede
estar relacionada con el isotipo del anticuerpo, de ésta manera tenemos que
anticuerpos contra FL anidnicos pueden ser de clase IgG o IgM en tanto que

anticuerpos contra FL zwitteriénicos son con mayor frecuencia 1IgM. En la tabla 1 se
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muestra la clasificacién de los FL de acuerdo a su carga y al isotipo de los anticuerpos
reactivos contra cada uno de ellos,

TABLA 1. Cargn de Yos FL @ lsotipo de los aFl.

Foslolipidos Isotipo
Aniénicos
Cardiolipina {aCL) 1gG, Igm
Fostatidfiserina (FTS} 196, IgM
Fostatidilinositol (F1p 190, IgM
Zwittteridnicos
Foddatiditcolina (FTC} oM
Foslatidijetanolamina (FTE) 15, IgM
Estingomleiina (EM} 19, Igh

Tomado de !a referencia nGmero 63

Como ya se menciond, los aCL requieren de la B,GP para ser detectados en el
ELISA. Esta regla se cumple para los aCL presentes en el suero de los pacientes éon
LEG y en el suero de los pacientes con SAFR lo que sugiere, que el requerimlento de
la B,GP-1 puede ser un marcador de patogenicidad potencial de los aCL de clase IgG.
El requerimiento del cofactor no necesariamente en un fenémeno de todo o nada.
Algunos sueras pueden tener aCL detectables en ausencia del cofactor y con la adicién
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 aniénicos,
aquellos que en presencia del cofactor se incrementa su reconocimiento y aquellos que
no requieren del cofactor.

Existen aFL tanto de clase 1gG como de clase IgM que pueden ser detectados

también porque preducen prolongacion del tiempo parclal de tromboplastina activada

20



{TPTA), sin corregir con la adicién de plasma normal. Esto indica, que esta presente un
inhibidor (AL) mas que una deficiencia de factores de la coagulacién. 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 1gG requieren de protrombina mas que de B,GP como cofactor para
reaccionar con FL (90). Se desconoce adn si los aFL de clase IgM con actividad AL
requieren o no de la protrombina como cofactor.

Los anticuerpos contra FL zwitteridnicos son principalmente y en algunas instancias,
exclusivamente de class IgM (89, 19). Tal es el caso de los anticuerpos reportados
contra FTC que son todos de clase IgM (89). La reactividad cruzada que muestran
estos anticuerpos con CL fué lo que permitié su deteccién,

En experim;ntos realizados por Reininger y colaboradores en los que se inocularon
ratones irradiados, con células B de ratones NZB de diferentes edades, se encontré que
las células provenientes de ratones viejos producen mas anticuerpos contra EBr, éste
fendmeno coincide con el desarrolio de anemia hemolitica 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 ‘hemoh’tica (92) y la presencia de aFTC, esta manifestacién se ha

identificado también en pacientes con SAFP (89) y en pacientes con LEG (93).
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Alarcon-Segovia y Cabral propusieron una clasificacion de los aFL, que ayuda a
describir a los nuevos aFL y permite caracterizar mejor a los ya conocidos {tabia 2).

TABLA 2. Clasificacién de los afL

L aFL reactives contra losfolipidos amidnicos
A Reconocen CL en ef ELISA (aGL})
1.- Requleren de 8,GP{ como calactor
2~ No requieren de B,GPt como colactor

B. Con actividad AL
1.- Requieren de tombina como colactar
2.- No requieren de tumbina como cofactor
C. aCL con actividad de AL

1. aFL reactivos contra fosfolipidos rwitteriénicos
A Reactivos contre FTC an el ELISA y ton eritrocitos
tratados car bromelina
1.- Gon reactividad crnzada contra CL en el ELISA
2.- 5in reactivided cnazada contra CL en of ELISA

8. ivos contra otros

Temado de 1a reterencia nimero 88

La clasificacién se apoya en los siguientes puntos: 1) los aFL's méas que un simple
anticuerpo constituyen una familia de autoanticuerpos; 2) un aFL puede tener
reactividad cruzada con otros fosfolipidos, asi como con otros antigenos (v.g. DNA,
vimentina); 3) en el suero de un paciente puede haber una mezcla de varios tipos de
aFL con caracteristicas inmunoquimicas y propiedades biolégicas diferentes, 4) algunos
aFL pueden ser autoanticuerpos codificados por genes de linea germinal, en tanto que
otras pueden ser di-rigidos por antigeno y sufrir mutaciones o hipermutaciones
somaéticas; y 5) aun cuando sean codificados por genes de linea germinal contra un
sblo fosfolipido puede haber heterogeneidad de reconocimiento debida a la
participacidn de diversos genes que codifican paralos fragmentos que constituyen los

dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras de los afFL.



4.HIPOTESIS
La existencia en personas normales de anticuerpos contra fosfatidilcolina que tienen
reactividad cruzada con estructuras conservadas filogenéticamente y que participan
posiblemente en los mecanismos de depuracién de células coloca a los aFTC dentro

de la familia de los autoanticuerpos naturales.

5.0BJETIVOS
1.- Determinar si existen anticuerpos contra fosfatidilcolina en una pobtacién
humaﬁa normal (estudio de 100 sujetos sanos),
2.- Determinar el isotipo del anticuerpo.
3.- Determinar si el anticuerpo tiene reactividad cruzada con otros fosfolipidos u
otros antigenos.
4.- Determinar el epitope que reconocen los anticuerpos contra fosfatidilcolina,
5.- Determinar si los anticuerpos contra fosfatidilcolina son fijadores de '

complemento y por tanto pueden ser hemoliticos.
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6. MATERIALES Y METODOS

8.1 ELISA para detl afFTC. Sa ibliizaron placas de poliestireno de 96 pozos {Nune Ine,
Oanemark 97F 4-39454) con 50 pl de fosfatidilcolina (SIGMA Chemicals Co, 5t Louls MO) a una
concentraclén de 0 pg/ml, disuelta en aleghol etllico (J. T. Baker). El etanol se evapord con nitrégeno
gas durante 30 minutos, cambiando de posicién la placa para que el nitrog caiga di 1ta sobro
los pozos. Una vez secada la placa, se bloquearon los sitios inespecificos con 350 ul de una solucidn
al 10% de sueso bovino fetal {SBF, SIGMA) en PBS (NaCL 0.15M, Na,HPQ, 0.01M, KH,PQ, 0.01M pH 7.4)
2horas a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, salavaron la s placas 3 veces, se secaron mediante
golpeteo contra una superficie absarbente y se guardaron toda la noche a 4 °C.

La dilucién de los sueros {1:5) se hizo en SBF al 10% en PBS y se cengelaron toda ia noche. A fa
manana slguionte las diluciones se incubaron a 37 °C para descongelarlas y las placas se pusieron a TA
por do menos 15 mi Se pusi 1100 u! de cada tra por duplicado. La aplicacién de las
muestras deba hacerso en el menor tiempo posible ya que la incubacién emplozn al apllcar la primera
muestra. Se incubaren las placas por una hora a TA, Se lavaron las placas 3 veces, con Incubaclones
de 3 minulos y se secaron mediante golpeteo.

El anticuerpo anti-humano marcado con la enzima fosf: fcalina fue fica contra IgG o IgM
(anticuerpo anti-cadenas gama o y, SIGMA), Se uullzé slnmpre una dilucién 1:1000 en SBF 10%/PBS,
Los titulos del anticuerpo marcado se moni ron te. Las placas con el segundo

anticuerpo se jncubaren por una hora a TA. Transcurrlda {a {ncubacidn se hicleron 3 lavados de 3
minutos cada uno y se secaron las placas como se menclond anteriormente. Se utllizé el p-
nitrofenilfosfato (SIGMA) como sustrato de fa enzima, disuelto on solucién amortiguadora de giicina
{Glicina 0.1M, MgCl, 0.001M, ZnCl, 0.00tM pH 10.9) a una concentracién de 1 mg/ml. Se adiclonarcn
200 ul por pozo de la solucién anterer y se incubaton las placas a 37°C una hora en la obseuridad y
posteriormente se midié la absarbancla a 405 nm en lector de microELISA (Titertek Multiskan, Organon
Teknika, Helsinki Finlandfa).

6.2 ELISA para detectar anticuerpos conira DNA. Los anticuerpos contra DNA se midieron de
acuerdo a la téenica reportada por Koike (94) con algunas medificaciones, Se sensibilizaren placas de
polipropilenc de 96 pozos (Nunc) con 100 il de albimina sérica bovina metilada (ASB-M} (SIGMA) a una
concentrackén de 0.1% en PBS, las placas se incubaron durante 2 horas a TA. Transcurida la incubacién
se descartd la solucidn de ASB-M vy se adicionaron 50 pl de BNA nativo o desnaturalizado (DNA detimo
do ternera, SIGMA) a una concentracién de 10 pg/mi de PBS que contiene EDTA 1mM {PBS-EDTA) y
sa incubd por una hora a TA. El DNA de cadena simple © desnaturalizado se obtuve calentando el DNA
de timo detemera a 100 °C por 10 minutos. Después de tres lavados con PBS-EDTA se adicionaron 300
u! por pozo de SBF al 10% en PBS-EDTA (PBS-EDTA-SBF) para blog tos sitlos Ir ifi yse
Incubaron las placas durante una hora a TA. Posteriormente se lavaron las placas § veces con
aproximadamente 300 pl de PBS-EDTA que contiene 0.05% de Tween 20 (BIO-RAD). Las muestras se
diluyeron en PBS-EDTA-SBF_a una i5n de 1:5, ademds en cada placa se incluyé una curva
de diluciones seriadas delsuero de un pacientes con LEG cuyos titulos de anticuerpos ant-DNA hablan
sido estudiados por la técnica de Farr (radicinmuno analisis). A cada pozo y por duplicadc se
adlicionaron 100 ulde la dilucion y se incubd una hora a peratura ambiente. Después de § lavados
con PBS-EDTA-Twoon las placas sa secaron mediante golpetao contra una superficie absorbente Se
adicionaron 100 p)/pozo del segundo anti antl-ir lina humana do con fosfat
alcalina (espaclfico do cadenas gama o p, SIGMA) disuelto en PBS-EDTA-SBF a una concentracién de
1:1000 y se Incubaron las placas nuevamente una hora a TA. Nuevamente se lavaron las placas 5 veces
con 300 pl de PBS-EDTA-Tween y se secaron como se menciond anteriormente. Por dltimo se
adicionaron 100 pl/pozo del sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA) disuslto en amortiguador
de dietanolamina (dietanclamina 10%, MgC!; 0.0005M pH 9.8} y se incubaren a 37°C por una hora a TA,
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Se adiclonaron 50 pl de una solucién de NaOH 3N para detener |la reaccién y posteriormente se midié
la absorbancia a 405 nm en lector de microELISA (Titertek Multiskan),

6.3 ELISA para d factor Ide (FR). Se sensibili placas de 96 pozos (Nunc) con
100 ui/pozo de una solucién de 1gG humana (SIGMA) cuya concentracién era de 10.8 pg/ml y se
incubaron toda la noche a 4°C en camara himeda. Se lavaron las placas tres veces con
aproximadamente 300 ! de PBS con albimina sérica bovina (SIGMA) al 1% y Tween-20 (BIO-RAD) al
0.05% (PBS-ASB-Twean), en cada lavade se agitaron las placas uno o dos minutos para eliminar
perfectamente el material que no se adhirid, Los sueros se diluyeron 1:5 en PB S-ASB-Tween. 100 pl/pozo
de las diluciones de los sueros se adiclonaron por duplicado en la placa. Como cantrol del ansayo se
incluyé una curva dosis-respuesta de un suero con FR(+) detectado por la prueba de latex a las
siguientes diluciones: 1:5120, 1:10240, 1:20480, 1:40960, 1:81920 y 1:163840. Las placas con las
muestras sa incubaron por dos horas a TA. Después de la incubacién las placas se lavaron tes veces
como s8 menclond anteriormente. Se adicionaron 100ul dei anticuerpo anti-humano conjugado con
fosfatasa alcalina (especifico contra la cadena yu humana, SIGMA), a una dilucién de 1:600 en PBS-ASB
al 0.5%. Las placas con el segundo anticuerpo se incubaron por una hora a TA. Se hicieron tres favadas
con 300 pul de PBS-ASB-Tween agitando durante cada lavado dos minutos. Por (ltimo se adlcionaron
100 pl/pozo del sustralo de fa enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA} disuelto en amortiguador de

nina 10%, MgCl, 0,0005M pH 9 8) yse Incubaron a 37°C por una hora a TA. Se
adicionaron 50 pl de una solucién de NaOH 3N para detener la r mente se midié la
absorbancia a 405 nm en lector de mictoELISA (Titertek Muitiskan).

6.4 Adsorcién de sueros con GRr. La sangra fresca heparinizada (1:1000 heparina-sangre) de
ratones BALB/c so centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos para retirar el plasma, se lavé lres voces el
paque(u de eritrocitos (GRr} con PBS y se llevo a una concentracién de 20%. 100 pl de la supensién de

al 20% se coll en tubos de vidrio los cuales se centrifugaron a 600 g por 10 minutos y
se les quitd el sobrenadante. Al paqueto de eritrocitos se le adicionaron 300 pidel suero concentrado
que se onsayd posteriormente contra eritrocitos tratados con bromelina. Se homogeneizé suavemente
el paquete de eritrocitos con el suero y se incubé por 30 mi adrc, T ida la incubacion se
centrifugd a 600 g por 10 minutos, se tomé el sobrenadante (suero adsarbido) y se depositd en otro tubo
que contenia e} paquete eritrocitario de 100 ! de la suspensidn al 20% dae eritrocitos, se hcmogeneizéd
y seincubé 30 minutos. Se hicieron tres adsorciones a cada suero y terminadas éstas, los sobrenadantes
(sueros adsorbidos) se guardaron a -20°C hasta su uso.

6. 5 Erhrocllos de raton tratados con bromellna. Se lavé sangre fresca h9pannllada {1:1000
h de BALB/c con PBS tantas veces como fué necesario para dojar el
sobrenadanle claro (sin restos de hemoglobina). El paquete celularse llevé a una concentracién de 20%
en PBS.

La bromelina {SIGMA) se preparé a una concentracién de 10% en PBS, con ésta concentracién se
hicleren aficuotas de 1 mi en crictubos y se congelaron a -20°C hasta su uso.

Para tratar con bromelina a los eritrocitos se sigui6 la técnica descrita por Cabral y colaboradores
(19). Se descongelé un viai de bromelina y se llevé a 10 ml con PBS. Se agregd la bromelina v/v a la
suspaonsidn de eritrocitos (concan(rack&n ﬁnai. aritrocitos 10% y brnmennu 5%). Sa incubd la mezcla 30
minutos a 37°C con agltaclones D és de lair i6n se lavaron los eritrocitos dos
veces con PBS y se llevaron a una cohcentracién del 10% con el mismo amortiguador. De ésta Ultima

ion de itos, se 100 pl y se depositaron en tubos de poliestireno de 12 X 75 mm
(FALCON Bocktnn-chkmson Mountain View, CA) que contenian 3 m! de PBS, se homogensizaron y
centrifugaron a 2000 rpm por 10 minutes y se retiré el sobrenadante, El paquete celularse homoganelza
suavemente y se [e agregaren 100 pl de la dilucidn 1:5 de los sueros pread: ios, Seh
Ia suspensidn, se incubd a 37°C por una hora con agitacion ocasional y toda la noche a 4°C Ala
mafiana siguiente, se lavaron 3 veces los eritrocitos con 3 mi de PBS cada vez. En el altimo lavado se
retird perfectamente el sobrenadante, se homogeneizd el paquete y se le agregaran 100 ptde anticuerpo
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anti-humano conjugado con isotiocianato de fluorescelna {especifico contra la cadena i 0 gama marcado
con FITC, SIGMA) diluide 1:120 en PBS, Se incubd 30 minutos a 37 °C con agitacién ocasional.
Transcurrido el tiompo de incubacién se lavaron los critrocitos 3 veces como se mencioné anteriormento
y se retird cuidadosamente e! sobrenadante del Gltimo lavado. Se homogeneizd el paquete de eritrocitas
y se le agregaron 500 p! da PBS filtrado (para evitar lecturas falsas en el citofluorografo de flujo).
Nuevamente se hnmogenulzd la suspensidn y se feyé en un citofluoregrafo de flujo (FACs, Becton-

Dickson). E| de la FTC ex; con el tratamiento enzimético se Inhibld incubando los
suaros diluidos 1:2.5 V/V con micelas del fosfolipido. La Inhibicién se calculd de acuerdo a la térmula
y se exp como p je de inhil

% de células que presentan e! anticuerpo
marcado con FITC en presencia deal FL
100 - X100
% de células que presentan el anticuerpo
marcado con FITC en ausencla del FL

6.8 Inhibicidn de los aFL con micelas de FL. Las micelas de los Ipldos (FL) se prep on da
acuardo a la técnica descrita por Cabral y colaboradores (19). Dos mg da FL disueltos sn etanol (o el
énico en el que se itaron en un vaso de precipitados de vidrio de 50 ml
y se evapord el solvente con nitrdégeno ﬂquldo El FL se resuspendib en 1 ml de PBS-SBF al 10% que
contenia 1 ulde Tween 20, se deposné en un !ubo de polipropileno {12 X 75, ELKAY} y se homogeneizd
por 15 mi (en un homog é Vortex). La suspension se centrifugé a 600 g por
1§ minutos a 4°C y se homogenaizd nuavamema 15 minutos, La suspensién do micelas de FL debe
usarse Inmedlatamente después de su preparacién.
La suspensién de micelas se agregé V/V con la dilucidn 1:2.6 de los sueros para llevar a una
6n final de micelas de 1 mg/ml y de suero de 1:5. Esta nueva suspensién se homogeneizé
suavemente y se incubd a 37°C una hora y a 4°C toda la noche. A la mafiana siguiente se centrifugé la
suspensién a 600 g por 1 hora a 4°C {para bajar los complejos Ag—Ac. que en este caso son Fl-aFL),
A los sobrenadantes se les hicleron los para la ia del aFL. (ELISA
parma aFL) y a los sedi se los estudid la p ia de pos (determinacién de proteinas y
Dot blot). El porcentaje de inhibicidn se calculd de acuerdo a la fSrmula siguiente:

DO, de los sueros incubados con micolas
100 - X 100
DO, de los sueros incubados sin micelas

8.7 E de fa. Los yos de petencia por ol antig se usaron para definir
fa especﬂ‘lcidad ° eapec)ﬁudadns do los sueros probados. Los sueros se incubaron a una dilucién finat
da 1:5 con concer [ tes {a partir de aquella concentracién que elimind por completo
al anti ) de los s micelas de FL {partiendo de 1mg/mi), gamaglabul!na
agregada (GGA) DNAcd (concentracién iniclal 1mg/mi), DNAcs Kn Inicial img/mi)y
(concentracién nical 1.5X10° pg/mi). La GGA se preparé de la sigl A 50 mg da la fraccién
1 de Cohn {SIGMA)Y se le adiclon6 1 mide PBS y se calentd a 63 °C por 30 minutos. Se dejé enfriar a
TAy sah 5enunh con pistilo de tefldn (Themas Scientific). Esta emulsién se
almacend a -20°C. Para usarse s@ cenlrifugé a 18,000 g por 5 minutos y satomd sélo el sobrenadante.
La incubacién fue de una hora s 37°C y toda la noche a 4°C. Al dia sigulente los sueros se pusieron a
37°C por 15 minutos y se ensayaron para cada antigeno contra todos fos antigenos.
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6.8 Ensayo hemelitico. Sangre fresca heparinizada (1:1000 h sangre) de ratones BALRB/c se
lavé con PBS tantas veces como fuéd necesaro para dejar el "sobrenadante claro {sin rastos de
hemoglobina), E! paqueta celularse ilevd a una concentracion de 20% en PBS, Para tratar con bromelina
a los eritrocltos se siguis la téenica descrita por Cabral y colaboradores (19). Se descongeld un vial do
bremelina y se lloavé a 10 ml con PBS. Se agregs la bromalina v/iv a la suspansién do eritrocitos
{eoncentracién final: eritrocitos 10% y bromelina 5%). So incubd la mezcla 30 minutos a 37°C con
agitaciones ocasionales. Después de la incubaclén se lavaron los eritrocitos dos veces con PBS y se
llevaron a una concentracién del 10% con ol mismo amostiguador. De esta Gltima suspensién de
eritrocitos se tomnvon 100 ply se deposltaron an tubos de vidrio de 12 X 75 mm, que contenian 3 ml
de PBS, se h g y on & 600 g por 10 minutos y se reticd el sobrenadanto. El
paquete celular se homogeneizd suavemente y se e agregaron 100 pl de la dilucién 1:5 de los sueros
preadsorbides, 500 yl de PBS y 50 pl de suero de conejo (como fuente de complemente, BIOTEST
Diagnostics}. Se homogeneizd la suspension, se incubd 30 minutos a TA, sa centrifugd a 600 g por 10
minutos, se tomo el sobranadante y se leyd a 540 nm. La hemdlisis inespecifica se obtuve de la sigulente
manera: 100 yl do la suspensién al 10% de aritrocitos se depositaron en tubos de vidrio de 12X75 mm
que contenlan 3 m! de PBS. Se homogeaneizd suavemente y se centrifugd a 600 g por 10 minutos. Se
retir el sobrenadante y el paquete celular se homogeneizé nuevamente con suavidad, Seagregaron 600
pl da PBS y 50 p! da suero de cobayo, se incubd y leyd como las demés muestras. La hemdlisis total
sa obtuvo da 100 pl de la suspensién al 10% de eritrocilos que sa centrifugaron y se los retird ol
sobrenadante. A este paquete celular se Is adiclond 650 pl do H, 0, se homogeneizd, incubd y leyd
como las demés muestras. Ei porcentaje de hemdiisis se calculd de acuerdo a la sigulente férmula:

DO0,,, del sobrenadante delos _ DO,,, del sobrenadante de los
ERBr con la dilucidn de los SHN ERBr sin ta dilucion de los SHN
X 100

DO,,, del tubo con la hemdlisis total

Se realizé ademés un ensayo de inhibicién de la hemélisls, en el que se agregaron los sueros
preadsorbidos con micelas de FTC. La inhibicién de la Slisis so calculd F do las DO,,, do
los sueres inhibidos con FTC con 1a de los suercs no inhibides.

6.8 Deotecclén de pos 1 (AAN) y antlicltoplésmicos (AAC) per
Inmunofluarescencia Indirecta (IFl). Como sustrato para la deteccién de los AAN y AAC se emplearon
fa linea celutar HEp-2 (de carcinoma de laringe humano) y una cepa celular de fibroblastos humanos
sanos, Las células crecidas en cajas de cullivo {de 75 cm?) ¢on medio minimo esencial (MEM, GIBCO),
suplementado con SBF (SIGMA) al 10%, L.-Glutamina (SIGMA) 2.8X10® mM, penicitina {SIGMA} 10 Ul/ml,
estreptomicina (SIGMA) 0.01 pg/ml, bicarbonato de sodio (J.T. Baker) 20 pg/m!y HEPES (GIBCO, BRL
Gaithemburg MD) 10mM, se propagaron en cajas de Petri que contenian 5 portacbjetos cublertos con
35 ml del mismo medio. Cuando en los portacbjetos se cbservd una monocapa confluente de células
se retiraron del medio do cultivo, se secaron a TA y se fijaron con acetona pura a -20°C por 4 minutos.
Los portaobjotos con las células fjadas se guardaron a -70°C hasta su uso.

Los portacb]etos se dejaron descongelar a TA y se delimitaron !os circulos en donde se aplican las
muestras primero con lapiz diamante y luego con 1apiz cera. Se aplicaron 10 p! de la dilucién de los
sueroes 1:5 en los circulos y se incubé la laminilla a TA en cAmara humeda por 30 minutes. Se hicieron
dos lavados con PBS de 10 minutos cada uno y se dejd secar a TA. So deposituran 10 pl de segunds
anticuerpo (ant-humano especifico contra cadenas gama o p, marcado con con FITC, SIGMA) diluido
1:600 en PBS que contenla azul de Evans (Behringweker AG, Marburg Lahn RFA) a una dilucién de
1:100 y se incubé 30 minutos a TA en camara himeda. Se hicieron dos lavados de 10 minutos cada uno
con PBS y se dojd secar 1a faminilla. Para eliminar la refringencia se la agrego gliceros {J.T. Baker SAde
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CV Xalostoc Mdxico) antes de colocar el cubrecbjetos. La fectura se hizo con microscopic de
epifiuorescencia (Zelss).

6.10 Doterminacién del epitope reconocldo por los aFTC. Las placas de poliestireno de 96 pozos
{Nunc §7F 4-39454) se sensibilizaron con 50 ! de fosfatidilcolina {SIGMA} a una concentracién de 50
pa/ml, disuelta en alcohol elfico (J. T. Baker). El ctanol se evapord con nitrégeno gas en
aproximadasniente 30 minutos, Una vez seca fa placa se blog on los sitios inespecificos con 350 pl
de una solucién al 10% de suero bovino fetal (SIGMA) en PBS (NaCl 0.15M, Na,HPO, 0.01M, KH,FO,
C.01M pH 7.4) se incubaron las placas por 2 horas a temperatura ambiente (TA), después do las cuales
se lavaron las placas 3 veces en forma consecutiva, se secaron y se guardaron toda la noche a 4 °C,

Los sueros sediluyeron 1:2.5 en PBS/SBF al 10% y se mezclaron V/V con las siguientes soluclenes
por separado: 1) micelas de FTC (SIGMA) a una concentracién de 2 mg/ml en PBS/SBF al 16%; 2)
Fosforilcalina {SIGMA) a una concentracién de 2 mg/mi en PBS/SBF al 10%; 3) micelas de dcldo
fosfatidico (SIGMA) a una concentracién de 2 mg/ml en PBS/SBF al 10%; 4) una solucién de
trimetilamonio (SIGMA) a una concentracién de 2 mg/m!, albimina sérica bovina al 0.1 % en PBS/SBF
al 10% y 5) una solucién de acetil colina (SIGMA} a una concentracién de 2 mg/m!. Se Incubd por una
hora a 37 °C y toda la noche a 4 °C. Las mezclas del suero mas Inhibldor se aplicaron per duplicado on
las placas sensibilizadas con FTC y se incubaron a TA, Se lavaron las placas 3 veces y se secaron. El
anticuerpo anti-humano marcado con la enzima fosfatasa alcalina fue especifico contra IgM (anticuerpe
anti-cadena g humana, SIGMA), Se utilizé slempre una dilucién 1:1000 en SBF 10%/PBS. Las placas con
el segundo anticuerpo se incubaron por una hora a TA. Transcurrida la incubacién se hicteron 3 lavados
de 3 minutos cada uno y sa secaron las placas como se mencioné anteriormente. Se ulilizé el p-
nitrofenillosfato (SIGMA) como sustrato do la enzima, disuelto en solucidn amortiguadora de glicina
{Gllelna 0.1M, MgCl, 0.001M, ZnCI, 0.001M pH 10.9) a una concenlracién de 1 mg/ml. Se adiclonaron
200 pl por pozo da la solucldn anterior y se incubaron las placas a 37°C una hora en la obscuridad. Se
adiclonaron 50 ul de una solucién de NaOH 3N para detener la reacelén y posteriormente se midié la
densidad éptica a 405 nm en lector de microELISA (Titertek Multiskan).

Se determind ién el imiento de los anti con los que se inhibié la unién a FTC por
detecclén de estos en fase sélida, para lo cual, se sensibilizaron placas con cada uno de los antigenos
con [as sigulentes condiciones: 1) FTC, 50 ul/pozo de una solucién de SO pg/m!.disuelta en etanol; 2}
Acido fosfatidico S0 p! a la misma concentrackdn en el mismo solvente; 3) fosforilcolina mismas
condiciones; y 4) para el trimetilamonio las placas se presensibilizaron con ASB al 0.1% y se Incubaran
por 2 horas a TA, se decanté la solucién de albimina y se adiciond la solucién de trimetilamonlo a una
coneentracidn da 50 pg/ml. Se incubd toda Ia noche y so decantd la solucidn, Todas las placas se
bloquearon como se menciond anteriormente y se corrié el ensayoe para FTC por ELISA descrito arriba,

6.11 Detorminaclén de la ividad cruzada de los aFTC contra vimentina e [dentlficaclén por
inmunopunto (DOT BLOT) del Isotipo de inmunoglobulina absorblda por las micelaa de FTC.
Cuadrados de 2 cm de lado de papet de nitrocelulosa (BABS 0.45 pm, Schleicher & Schuell) se activaron
con amortiguador de transferencia (Glicina 0.192M, Trizma base 0,025M y Metanol 20 % en H,Oyg) por
15 minutos y se dejaron secar a TA. Se hicieron tres aplicaciones, en un sélo punio, de 5 ui cada una,
de (SIGMA) de 6n 1.5 mg/m! o del eluido de las micelas de FTC. Entre cada
aplicacidn se le dejé secar perfactamente, Cada cuadrado de papel de nitrocelulosa se bloqued una hora
con leche descremada (Carnation) al 3% en PBS. Se hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con
PBS 0.05% de Tween 20 (BIO RAD) con agitacién constante. Posteriormente se aplicaron los sueros por

Jo a una 16n de 1:5 en PBS/leche al 3%, se incubd por 2 hora a TA con agitacién
constante. Se 1avé tres veces como se menclond anteriormente y se adiciona el po anti-
humano marcado con fosfatasa alcalina {especifico de la cadona p, SIGMA) dllundo 1:500 en PBS/leche
al 3% y se incubd a TA con agitacién constante por una hora. Se hicieron dos lavados de 10 minutos
cada uno con PBS-Tween y un lavado de 10 minutes con amartiguador de Tris (Trizma base 0.05M pH
8.8). Ei sustrato reveladar (Naphtol AS-MX phosphato de SIGMA a una concentracion de 1 mg/mly Fast
Red SIGMA a una concentracién de 2 mg/ml enamortiguadar de tris) e preparé durante el Gitime lavado
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y se aplicé sobre el papel de nitrocelufosa permitiende que esta solucidn cubra bien al papel. Se incubd
aproximadamente 30 minutos a TA con agitaclén constante, hasta que el control positive mostré una
¢oleracidén bien definida. Finalmente so lavé con agua destilada deslonlzada.

8.12 Eloctroinmunotransferencia (Westorn Blot) de vi Ina. Para la det i6n de la
reactividad de los sueros normales contra vimentina se conleron geles de poliacrilamida-dodacl! sulfato
de sodio (PAGE-SDS) al 10% con la técnica descrita por Laemil (95). Las concentraciones de los
amortiguadores tanto de corrimlento como de transferencia se hicieron como lo indica ef fabricante del
equipo de clectroforesis y electrotransferencia (LKB 2050 Midget Electrophoretic Unity LKB 2051 Midget
muitiblot Electropharetic Transfer Unit}.

Soluclones:

A. Solucién stock de acrilamida.- Acritamida (BIO RAD Laboratories Richmond CA) 29.1%
peso/valimen {P/V), NN'-Metilenbls-actilamida (BIO RAD) 0.9% {P/V). Guardada en botella ambary a 4°C
dura 2 semanas.

B. Amortiguador de Tris-HCI pH 8.8.- Tris-HC! (SIGMA) 1.875 M pH 8.8. A 4°C dura 4 semanas.

€. Amortiguador de Tris-HCI pH 6.8.- Tris-HCI (SiGMA) 1.25 M pH 6.8. a 4°C dura 4 semanas.

D. Solucién do SDS.- Dodecll sulfato de sodlo (SDS, BIO RAD} al 10% P/V en agua destilada
desionizada (H,On). A Temperatura ambiente (aproximadamente 22°C) dura 4 meses.

€. Solucién de persulfato de amonio.- Persulfato de amonlo {BIO RAD) al 10% en H,0,,. Preparar
frasco.

F. Amortiguador de tanque Tris-Glicina 10X - Glicina {SIGMA) 14.42%,. Trizma Base (SIGMA)} 3.03%
y SDS af 1.0% en H,0.,. A ambiente la soluclén dura 2 meses. Para usarsa ge diluyé uno
a diez en H,0,

G, Amortiguador de muastra.- Tris-HCL (SIGMA) 1.25 M pH 6.8, SDS ({SIGMA) 1.0%, B-Mercapto-
etanol (SIGMA) 5% VN, Glicerol (J.T. Baker) 11.6% V/V, azul de bromofencl {SIGMA) 0.01%

El gal separador al 10% de acrilamida se prepard de do a la formulacién: § ml de
solucién A, 6.8 ml de H,0,, y 3 ml de soluclén B. La mezcla se desgacificé poniéndola en un matraz
Kitasato y sometidndola a vaclo par 15 minutes. Se 1 n 150 uf de ién Dy 7.5 pl de TEMED

(BIO RAD). Finalmenta se adicionaron 50 ul de fa solucion E, Se homogeneizé culdadosamente y se
aplicé al aparato de clectroforesis. Sobre el gel separador se adiclonaron S5 mi (aproximadamente) de
1-butanol (J.T. Baker) y se dejé gelificar por 45 minulos a TA.

El 1-butanol se decantd y se enjuagé el gel 3 veces con 5§ m! de H,Oy,. El gel concentrador se
preparé do acuerdo a !a siguiente formulacién: 800 pl de solucién A, 3.6 m! de H,0,, y 500 pl ds
solucién C. Se degasificd la solucién como se menciond anteriormente y sa le agregd 50 ul de solucidn
D, 5 ul de TEMED y 17 ul de solucién E. Se homogenizé culdadosamente y se aplicd sobre el gel
separador. Inmediatamente después se colocd el peine (plantilia para carriles) y se dejé gelificar por 45
minutos, Se retiré el peine y se lavé tres veces con 5 ml de H,Op,.

La preparacién de las muestras y de los marcadores de peso molecular (marcadores de peso
molecular bajo y alto, BIO RAD) se hizo de Ia sigui se on 0.1 mg de muestra en 1
ml de solucién G, se homog per e y se incubaron a 37 °C por 15 minules. Las
muestras se pusieron en agua hirviendo por 5 minutos y se enfriaron a TA. Se centrifugaron 2 minutos
a 3500 g y se aplicarcn en Jos camiles de corrimiento del gel concentrador. Los pardmetros de
corrimionto fueron los siguientes 20 miliampers, 200 voits y 2 walts. E} tiempo do comimiente fué de
aproximadamente dos horas.

Al finalizar el corrimiento el gel so retird del aparate de té en un
que contenla 35 m! de amortiguador de transferencla (metanol 20%, glicina 0.192 M y tnzma-base 0.025

en H,04,)
La transferencla se realizc’z de acuerdo a la técnica de Towbin y colaboradores (96). En un cassette
de la ¢4 de if ieron en el siguiente orden los elementos: 1} esponja; 2) tres

rectangulos de papel filtra Whatman # 3 de 9X10.5 cm; 3} gel de poliacrilamida-SDS; 4) papel de
nitrocelulosa (BA85 0.45 pm. Schlelcher & Schuell) de 9X10.5 cm; 5) tres rectdngulos da pape! filtro
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Whatman # 3 de 9X10.5 y 6) esponja. Todos los elementos se mojaron previamente en amortiguador
detransferencia (Metanol al 20%, Glicina 0.192 My Trisma-base 0.025 M). Se cerré el cassette y se melio
en la camara de tranferencia. €| papel de nitrocalulosa quedd entra el gel y el electrodo positivo. El

dor de transf ia debe estar a 4°C y durante la trensforencia debe ser enfriado por un
sistema recirculante. Los parimotros de transferencla fueron: 120 volts, 30 miliampers por 75 minutos.
Una vez que se complets la trensferencla se retird el papel de nitrocelulasa, se cortd en tiras de
aproximadamente 3 mm y se bloqueé por 2 horas con leche descremada (Carnation) al 3.0% en PBS.
Los marcadores de pesc molecular y una tira se colorearon (sin ser bloqueados) con amide black (2.0
g Amido black, SIGMA, 90 ml de metano! J. T. Bakar, 20 ml de dcldo acético glaclal J. T. Baker y 90 ml
de H,0,) se destiheron hasta que las bandas estuvieron bien definidas con solucién decolorante (90 mi
da metano! J. T. Baker, 20 ml de dcido acético glacial J. T. Baker y 90 m# de H,0,,). Se hicieren tres
lavados do 10 minutos cada uno con PBS 0.05% do Tween 20 (BIO AAD) con agitacién constante,
Postariormento se aplicaron los sueros por separado a una concentracldn de 1:5 en PBS/fleche al 3%,
se incubd por 2 hora a TA con agitacién constante. Se lava tres vaces como se mencmné anteriormente
y se adiclond el segundo anti ant-humano marcado con fosf: {anti-cadanas gama
o i, SIGMA) diluido 1:500 en PBS/leche al 3% y se incubd a TA con agitacién constanla por una hora,
Seo hicieron dos lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween y un lavado de 10 minutos con
amortiguador de Tris (Trizma base 0.05M pH 8.8). El sustrato revelador (Naphtol AS-MX phosphato de
SIGMA a una concentracién da 1 mg/mi y Fast Red SIGMA a una concentracién de 2 mg/ml en
amortiguador de tris) se prepard durante el Gitimo lavado y se aplicé sobre ef papel de nitrocelulosa
permitiendo que ésta solucidn cubra bien al papel. Se incubé aproximadamente 30 minutos a TA con
agitacisn constante, hasta que el control positivo mostrd una coloracién bien definida, Finalmente se lavo
con H,0q,.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacién de los aFTC por ELISA. Se ensayaron 100 sueros de individuos
clinicamente sanos, proporcionados por el banco de donadores del INNSZ. A dichos
sueros se les hablan practicado previamente las siguientes pruebras de laboratorio:
VDRL, positividad al virus de la hepatitis B y ELISA para antigenos de VIH. Todes los
sueros fueron negativos para los tres ensayos. Latabla 3 muestra la distribucién de los

aFTC por isotipo de inmunoglobulina y el porcentaje de positividad encontrado.

Tabla 3. aFTC #n una poblacién humans normal

Isotipo de - Positives
inmunoglobuling X DO4 DE % muion
198 0.040 0.027 ]
oM ats o012 as

El 85% (85/100) clie los sueros estudiados a una dilucién de 1:5, fueron positivos
para aF TC de clase IgM y ninguno de clase 1gG. Los 85 sueros positivos para aFTC de
clase 1gM se inhibieron con micelas de FTC y se encontrs que e! 93% de ellos (79/85)
fueron inhibidos en mas del 50% de su actividad, Dado que el volumen de suero es
importante por el nimero de ensayos que se practicé a cada uno, se tomaron 13
sueros de los que tenfan mayor volurmnen para los estudios siguientes.

7.2 Reconocimientos de EBr. Para eliminar el reconocimiento de estructuras de
la membrana del eritrocito diferentes a los fosfolipidos expuestos con el tratamiento

enzimatico con bromeling, los sueros se adsarbieron previamente, varias veces, con
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eritrocites de ratén o de humano sin bromelinizar. Los anticuerpos que reconocen la
FTC de la membrana del eritrocito se detectaron por citometria de flujo con un
anticuerpo anti-humano (especifico contra tas cadenas p o gama) marcado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC). En un primer ensayo se probaron anticuerpos
contra IgG @ IgM marcades con FITC, pero al encontrar reconocimiento sélo de igM los
ensayos subsecuentes se hicieron sélo con anti-lgM-FITC. Los resuitados mostrados
en la tabla 4 se reportan como porcentaje de pegado. La especificidad contra FTC se
demostrd por ensayos de competencia con micelas de FTC a concentracién final de
1 mg/mt. Como se muestra en la tabla 4 el 84.5% (11/13) de los sueros estudiados se
inhibleron con las micelas de FTC. La maxima inhibicién observada fue del 82% (figura
1). Inhibiciones consecutivas con micelas de FTC no incrementaron el porcema}e'de

inhibicién, en dos de los suercs probados (sueros 1y 6, dates no mostrados).

FIGURA 1
Tabla 4 Recorocimients as EBr y b twbloldn £on micslas 8¢ FTC INHIBICION DEL RECONOCIMIMIENTO DE EBr
CON MICELAS DE FTC
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La mayoria de los sueros fueron inhibidos entre un 53 y 83%. Los sueros 4y 13

muestran porcentajes bajos de reconocimiento de los fosfolipides de la membrana de
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los ERBr, estos dos sueros en cambio si reconocieron a la FTC en fase solida (ver
seccién 6.4}, De manera contraria, el suero 6 muestra un reconocimiento relativamente
bajo (tabla 4), pero qus al ser puesto en el ensayo competitivo se inhibid hasta un
81.0%. La inhibiclén del reconocimiento de ERBr siguid una tendencia dosis-respuesta,
dependiente de la concentracion de micelas de FTC (figura 2), lo que demuestra que
el epitope expuesto por fos-ERBr es el mismo que se expone en las micelas de FTC,

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

FIGURA 2
Tabla 5. inhibickdndel reconocimisrtacie EBr can INHIBICION DEL RECONOCIMIENTO DE ERBr
micelas de FTC (Curve dosia respuesia) CURVA DOSIS-RESPUESTA
Muestra  Cone. de mécelas % fnh*
100

1 aomgmt 8ay
20 ¢ 223
10 * 8.1 « 80
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[
“Promedio de tres detenminaciones o5

Cone. da :ucuu de FTC en mg/ml
Los trece sueros seleccionados por su positividad contra FTC, se probaron t;;nbién
contra los siguientes antigenos: DNAcs, DNAcd, GGA, vimentina y proteinas del
citoesqueleto en dos iineas celulares, una de carcinoma de laringe humano la HEp-2
y una cepa de fibroblastos humanos sanos. Los sueros se probaron a dilucién de 1:5

y se hicieron ensayos-de competencia para probar su especificidad.
7.3 Actividad anti-DNAcs. Ei DNA nativo a concentracién de 10 pg/ml se
desnaturalizé a 100 °C por 10 minutos y se mezcldé V/V con los sueres diluidos 1:5 en
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PBS/SBF 10%, se incubd como se menciona en la seccién de materiales y métodos
para favorecer la formacién de complejos Ag-Ac y se realizé 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}.

FIQURA 3
INHIBICION DEL RECONOCIMIENTO DE DNAcs

Tabls 0 ReconoGimiertn el DNACS wn b fase s4ikda @ Inhbicon CON DNAcs EN LA FASE LIQUIDA
s date con DMACS en la fase iquida
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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 demostré por
las inhibiciones con DNAcs én la fase liquida. Como se puede ver, los sueros con D.O.
mencres a 0.08 tienen inhibiciones que no rebasan el 20%. La cantidad tan pequena
de anticuerpo con esta especificidad esta fuera de la sensibilidad de! ensayo por lo que
es practicamente impaosible demostrar su inhibicién y por tanto demostrar su presencia
en los sueros ensayados. Estos mismos anticuerpos que reconocen DNAcs muestran
reactividad 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



DNAcs en la fase liquida son los que se inhibieron con micelas de FTC (Figura 5).

TJomando en cuenta la observacién antes mencionada de que los sueros con canti-

FIGURA 4
Tabie 7. Reconodmiernso del ONAGE en fese edikda @ ihibickin INHIBIGION DEL RECONOGIMIENTO DE DNAcs
de buiw con miceuss de FTC GON MICELAS DE FTC
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dades muy pequenas de anticuerpo que reconoce DNAcs escapan ala sensibilidad del

método, podemos considerar que otros sueros pudieran tener reactividad contra
DNAcs y que dichos anticuerpos (como se demostré en el 54 % de los sueros

ensayados) tengan también reactividad cruzada contra FTC.

Flgura 8
REACTIVIDAD CRUZADA DNAza-FTC
FTC EN LA FASE SOLIDA

TO~OD-WaXz~ MO #

1 a 6 7T 8 9
SUJETOS NORMALES

INHIBICION CON ONAce  EEST INHIBICION CON FTG

Lafigura 5 muestra claramente la reactividad cruzada delos anticuerpos estudiados,

ya que al inhibir con DNAcs se observa la misma caida de las D.O. que al inhibir con
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micelas de FTC. Obsérvesa ia relacion tanto en ios sueros 2, 3, 7, 8,9, 11y 13 que se
inhiben con ambos antigenos como en aguélios en donde no existe el anticuerpo o lo
hay en concentraciones muy bajas. '

7.4 Actividad antl-DNAcd. Los sueros seleccionados fueron probados para
actividad antl-DNAcd por ELISA, encontrdndose un importante reconocimiento por lo
que fué necesario demostrar la especificidad de los sueros hacia la molécula de
DNAcd. Para tal efecto se hicleron curvas dosis-respuesta con concentraciones de
DNAcd de 1000 pg/m!a 15.6 pg/ml y con dilucién constante de los sueros (1:5). Enfa
figura 6 se muestran las curvas dosis-respuesta de ocho de los sueros ensayados.

Tabia 8 Inhibioin de e acthidad an.DrAcd con DHA en e {ass Rquds (cuevs doss-mepursta)
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A medida que la concentracion de DNAcd en el medio disminuye, la cantidad de
anticuerpo libre contra DNAcd es mayor y por tanto hay més reconocimiento del DNAcd
de {a fase sdlida. Una vez demostrada la actividad anti-D!\lAcd de los sueros por curvas
de inhibicién se procedid a investigar el efecto que tiene 1a inhibicion con DNAcd sobre

fa actividad anti-FTC.
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FIGURA &
INHIBICION DEL RECONOCIMIENTO DE DNAcd
CURVA DOSIS-RESPUESTA

D.Br r’_“q
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1000 500 280 126 625 A2 156
Congentraccion del DNAGA pg/ml

Mediante al ELISA de FTC se probé la actividad de los sueros previamente inhibidos
con DNAcd en la fase liquida y se encontrd que el 100 % de los sueros (13/13) fueron

inhibidos con DNAcd en su actividad aFTC. La figura 7 muestra estos resultados.

FIGURA 7
INHIBICION DEL RECONOCIMIENTO DE FTC
Tebila 8 Invobn de 1a acimdad AFTC con DNAS en 1 CON DNAcd EN LA FASE LIQUIDA
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Los sueros inhibidos con DNAcd fueron probados también por ELISA para actividad

de FR con la finalidad de detectar reactividad cruzada, Los porcentajes de inhibicién
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de los sueros estudiados se muestran en la tabla 10 y en la figura 8. El 84% de los
sueros se inhibleron por arriba del 20%, los sueros 4 y 11 muestran las inhibiciones
menores. En ios ensayos de inhibicién con DNAcd se observa que existe reactividad
cruzada contra GGA por los anticuerpos detectados a diluciones bajas en los sueros
de los sujetos sanos.

FIGURA B

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE FR

Tabls 10 Intabicidn ce ta actividsd de FR por DA ente CON DNAcd EN LA FASE LIQUIDA
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7.5 Actividad de factor reumatolde. Al probar los sueros a bajas diluciones contra
1gG por ELISA se encentrd como se muestra an la tabla 11 (figura 9), un importante
reconocimiento de esta molécula en la fase sélida por anticuerpos de clase IgMy no
hubo reconocimiento por anticuerpos de clase IgG. Al ser inhibidos los anticuerpos de
clase IgM con gama globulina agregada (GGA) en suspensién se observaron
Inhibiciones hasta del 66%. El 77% de los sueros se inhibe con GGA por arriba de!
20%. Los suercs 11 y 13 son nuevamente los que muaestran las D.O. mas bajas. El
suero numero 3 a pesar de tener D.O. relativamente altas en el ensayo de ELISA

muestra un porcentaje de inhibicidn bajo, que puede estar dado por diferencias en el
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apitope reconocido en la molécula del inhibidor en la tase liquida y el epitope que se
expone en la placa de ELISA (lase sélida).
Los sueros inhibidos con GGA fueron ademds ensayados por ELISA para aFTC con

la finalidad de ver cémo se ve afectada dicha actividad por |a presencia de la molécula

FIGURA ©
INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE FR
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de 1gG agre;qada en suspensién, Como se puede ver en la figura 10 (tabla 12} e! 85%
(11/13) de los suercs se inhibieron por arriba del 20% de su actividad. U;xa vez més los
sueros 11 y 13 mostraron los porcentajes de inhibicibn menores. Ei efecto descrito
anterlormente en el suero nimero tres se repite, es declr, se observaron D.O. altas pero
porcentaje de inhibicién bajo que como ya se menciond se puede deber a diferencias
an al epitope de reconocimiento de la molécuia inhibitoria que en éste caso es GGA

y la moldcula empleada para la deteccion (FTC).
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FIGURA 10
INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE aFTC

Tobla 12. Actwidad rle aFTC @ iohibicidn cla deta con CON GGA EN LA FASE LIQUIDA
GOA on ia fana liquids.
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Lafigura 11 muestra la inhibicién de los anticuerpos con actividad de FR (anti-IgG)

por dos antigenos FTC (en micelas) y GGA.

Figura 11
REACTIVIDAD CRUZADA QGA-FTC

20-0-0-TX- no &

]
SUJETOS NORMALES

INHIBIGION CON QGA

INHIBICION CON FTC

Como se puede ver el patron de inhibicion es practicamente el mismo, hecho que
constituye una evidencia indirecta de la reactividad cruzada de los aFTC con los
anticuerpos con actividad de FR o viceversa, y que estd dada posiblemente por un

mismo anticuerpo con polirreactividad,
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7.6 Ensayo hemolitico, El ensayo hemolitico se realizd con eritrocitos de ratén
tratados con bromelina, incubados con la dilucién de los SHN como se describe en
materiales y métodos. La tabla 13 muestra la hemdlisis observada como resultado de
la activacion de la cascada del complemento por la via clasica en la que el anticuerpo
especifico es un aFL {del SHN) y |a fuente del complemento la proporciona el suero de
conejo. La hemdlisis inespecifica se obtiene por tratamiento de los ERBr con 1a fuente
de complemento (Blanco). El 100 % de hemdlisis se obtuvo resuspendiendo el paquete
celular con agua (hemdlisis total). La hemdlisis se expresa en porcentaje y se caleulé

de acuerdo a la férmula descrita en materiales y métodos.

Tabla 13, Porcentsje oo hemdlisis dada por ios aFTC de tos SHN.

[o e W
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* Promedtio d# 1797 determinaciknes

El 84% de los sueros (11/18) muestra claramente hemdlisis debida alos anticuerpos
contra ERBr, 72% de los cuales tienen porcentaje de ésta por arriba del 60%. Sélo dos
de los 13 sueros no mostraron actividad hemolitica. Al comparar los porcentajes de

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

estos autoanticuerpos.

Figura 12
RECONQCIMIENTO DE ERBr Y CAPACIDAD
HEMOLITICA DE LOS aFTC

1.2 3 4 85 8 7 8B @ 10 1 12 W
SUJETOS NORMALES
PEGADO A ERr LIS CAPACIDAD HEMOLITICA
Esto se confirma al inhibir los sueros con micelas de FTC, como se puede veren

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

totalidad.

" Figura 13
Tabla 14. Inhibicksn de la hemdiiais con micelas de FTC HEMOLISIS DE ERBr POR aFTCrigM
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Con el ensayo de Inhibicién de la hemdlisis queda demostrado que la capacidad

hemolitica de los sueros esta dada por los anticuerpos que reconocen al EBr, cuyo

epilopa axpuesto es la FTC.

Para determinar el epitope 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 Epitopes reconocldos por los aFTC. Para determinar e! epitope que reconocen

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

competencia con Jas siguientes moléculas: FTC, acido fosfatidico (AF), fosforilcolina

(FrilC), acetilcalina {ACo), y trimetilamonio (TMA) (Figura 14).

#€-0-E-Ry u.c-o—ﬁ-u.
u-ci-nj:-nx u-:-o-%-n,
. | ou .
u.l:-o-E—D—ul;Dg-N(D',l, u,:-u-%nu -u-E-n—cu,-cu, -Heow,),
Fre AaF FrailC
N HEL,
-, HAE-N- EHE Tt
‘o, H,C o
THR ACo
Figura 14. Rep! 4n esqL ica defa de f iicoling y de fas porciones de ésta utillzadas
para determinar el cpftope reconocido por los aF TC. FTC = Fosfatidilcolina; AF = Acido

FrilC = Fostorilcaling; R, y R, = Cadenas de cidos grasos; TMA = Trimetilamonio; y ACo = Acetilcolina,



Inhibiciones mayores al 40% se consideraron como verdaderas en funcién de lo
siguiente:

a) Concentraciones relativamente altas del inhibidor (1 mg/mi) no dan inhibiciones
del 100%.

b) Inhibiciones consecutivas de los sueros con el mismo inhibidor no eliminan en
su totalldad el reconocimiento de FTC en la fase sdlida.

c) Inhibiciones superiores al 30% dan, en ensayos de inhibicion dosis-respuesta,
curvas bien definidas que muestran reconocimiento especifico.

De lo anterior se concluye que, inhibiciones entre ei 0 y el 20% pueden ser
inespecificas.

Enlatabla 15 se musstran los porcentajes de inhibicion del reconocimiento de FTC

en lafase sdlida con las diferentes moléculas en fase liguida,

Tabla 15, fos aFTC de Jes.
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* Promadic da dos determinacionss.
** Promedio de tres deteminacionea,

En este experimento como en los previos la inhibicién del reconccimiento de FTC
en la fase sélida con micelas de FTC fué en todos los sueros ensayados (13/13) del
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80%. Al inhibir con la fraccién de la molécula que no posee al grupo colina (acido
fosfatidico) el reconacimiento disminuyd importantements, En dos de los sueros (4 y
13) las inhibiciones estan en niveles de inespecificidad, lo que sugiere que no hubo
inhibicién alguna con ésta molécula, Los anticuerpos de los sueros 7 y41 alcanzaron
inhibiciones por arriba del 70.0%, es decir, presentan un patron de reconocimiento muy
similar al de la FTC con et AF Los sueros restantes (1, 2, 3, 5, 6,8, 9, 10y 12)
musstran inhibiciones del 50% con la molécula de AF hecho que manifiesta la
Iimportancia de esta porcién en el reconocimiento de los anticuerpos contra FTC, Al
ensayar la cabeza polar (fosforilcolina) de la FTC, se obtienen reconocimientos
précticamente iguales a los de la molécula de FTC completa. Lo Que nos lleva a pensar
que dicho epitope juega un papel cardinal en sl 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 acetilcalina, Este ensayo nos muestra la importancia del
grupo fosfato en el reconocimiento de la molécula de FTC. Por (itimo tenemos los
ensayos de inhibicidén con la porcién mas distante de la cabeza polar de la FTC, el
grupo trimetilamonio. Las inhibiciones estan en niveles que determinamos de antemano
como inespecifica. Sin embargo, no son tan bajas como las observadas con ACo, en
las que la absorcién no altera el reconocimiento de la molécula de FTC en la fase
sdlida, fo que podria significar un reconocimiento muy bajo de la porcién TMA por ser
una molécula muy pequena a pesar de que se encuentra unida a albimina 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. Ef control es el suero de un paciente
con anemia hemolitica autoinmune descrito por Cabral y colaboradores (11). Para el
caso del TMA, dicho control mostré inhibiciones no mayoraes del 40%.

Por jos 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.

7.8 Deteccién de anticuerpoes antinucleares (AAN) y anticitoplasmicos (AAC)
por inmunofluorescencla Indirecta (IF1). El ensayo de inmunofluorescencia se realizé
como se describe en materiales y métodos, utilizando dos fuentes de antigenos la linea
celular de carcinoma de laringe humano HEp-2 y una cepa celular de fibroblastos
humanos sanos. Con dichos sustratos se Investigé en los sueros ia presencia de
patrones de tincién tanto del nicleo 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 conjurtivo (EMTC), y como
.control de AAC se utilizd el suero de un paciente con cirrosis biliar primaria y el suero
de un paciente con LEG que mostré un paltrdn citoplasmico homogeneo por IFl. 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 IgG de los sujetos normales, en tanto que, no hubo
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reconocimiento de los componentes nucleares por anticuerpos de clase IgM, sin
embargo, el reconocimiento de estructuras citopldsmicas se observa tanto con
anticuerpos de clase IgG como de clase IgM.

Tabla 16, Pairones da AAN y AAC enconizados en lot tijelos sanos

G oM

Muesica A Asc My asc
1 MG 415 Ca 415 Nag Fl+e 1210
2 y [ L] Nog [ ERET]
3 MG + 1.5 Ccra 18 Neg Fl e341:20
4 MQ + 15 Ch+ 15 Neg Cas+ 1:5
s MG + 15 [ E] Nog Fi s 1:10
6 - Neg s 15 Neg Fl 434320
? MNeg Nog Nog Fl va43:20
L] MG 415 Neg Neg Fl 444420
o Neg Neg HNeg Fl ++ 10
10 MG+ 15 Cx+ 1.5 Neog Fl 444120
11 Nog Mog Neg Fl +e42:20
12 Neg Neg Neg Fl s 44120
13 MO+ 15 T+ 1.5 Neg Ch+ 18

MQ = Moteada guee
CR = Citoplaamico
F1 = Filamentosintamedios

Un fendmeno muy peculiar es el observado en los patrones citopldsmicos, para los
anticuerpos de clase 1gG el patrdon de reconocimiento es citoplasmico
homogeneamente distribuido, mientras que el patrén citopldsmico que muestran los
anticuerpos de clase IgM de los sueros estudiados es en el 77% (10/13) de filamentos
intermedios {figura 15) y an el 23% restante es también citopldsmico pero con
distribucién homogenea.

Las preguntas siguientes a responder son: étienen los AAC reactividad cruzada
contra FTC? o bién éson los mismos anticusrpos, los detectados con FTC que los que |
se abservan por §Fl?

Para contestar las preguntas se utilizaron las siguientes estrategias:

47



1) Inhibicidn de fos sueros con FTC y posterior ensayo por IF),
2) inhibicién de los sueros con vimentina (proteina mayoritaria de los filamentos
intermedios) y ensayos de ELISA para afTC.
.En e] ensayc de inhiblcién con FTC fueron necesarias dos inhibiciones con
concentraciones de 1 mg/mi de micelas del fosfolipido para eliminar por completo los

patrones de filamentos Intermedios y citoplasmico homogeneo que dan los anticuerpos

de clase IgM.

Figura 15, La fotogratia muestra el patrén citoplasmico de filamentos intermedios del sueto nmero 4 enlos
dos sustratos A, HEp-2 y B. Fibioblastos humanos sanos.

Los trece sueros inhibidos con micelas de FTC perdieron totalmente el
raeconocimiento de las estructuras del citoplasma por los anticuerpos de clase IgM. Los
anticuerpos de clase 19G no se vieron modificados ni en el reconocimiento de
estructuras citopldsmicas ni en el de estructuras nucleares, lo que sugiers que no existe

reactividad cruzada de estos anticuerpos con otros antigenos, o bien, que &l epitope
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que se expone en las micelas de FTC no es reconocido en forma cruzada por los
anticuerpos de clase IgG que se unen a componentes nucleares y citoplasmicos, en
tanto que, los anticuerpos de clase IgM contra estructuras citoplasmicos manifiestan su
polirreactividad at ser inhibidos por las micelas de FTC. »

La demostracion del reconocimisnto cruzado de los AAC de clase IgM con FTC

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

7.9 Determinacién de la reactividad cruzada de los afFTC con vimentina.
Mediante |a técnica de inmunopunto (Dot Blot) se pudo demostrar la presencia de
anticuerpos contra vimentina con una alta sensibiidad y especificidad utilizando
concentraciones de antigeno bajas {5-10 pg). La figura 16 muestra el reconocimiento
de la vimentina por los anticuerpos de 10s sueros estudiados.

Como se pueds ver todos los sujetos estudiados mostraron reconocimiento por la
proteina, el reconocimiento especifico se demostrd por ensayos de inhibicién con FTC,
GGA, DNAcd, DNAcs y vimentina, La inhibicién con cada uno de los antigenos se
muestra en la tabla 17 y se expresa como inhibicién (+) o ausencia de ésta (Neg).

Existe una importante reactividad cruzada de los aFTC con os antigenos prebados,
hecho que se demuestra con los ensayos de inhibicidn (tabla 17).

Todos los sueros fueron inhibidos por cuando menos tres de los antigenos lo que
manifiesta una importante polirreactividad con estructuras conservadas filogenéti-

camente.
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Figura 18. En la fotografla se los dos de la técnica de Inmunopunto para la deteccién de
anticuerpos contra vimentina en los sueros estudiados, SHN= Suero humano normal.

Un fendmeno que salta a la vista al observar detenidamente los datos de la tabla
17 es el hecho de que mas del 80.0% 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 reconocimlen{o de los

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

Tabiz 17, Inhibkién del reconocimianto a vimentina de los
anticuerpos de clasa IgM por diferentes antigencs (Inmunopunto).

Inhibidor

Muestra Frc GGA DNAcd  DNAcs Vimentina
1 + Neg + Neg -
2 + - + + +
3 + Neg + + +
4 + Neg + Neg +
5 + + + Neg +
[} + + + Neg +
7 + + + + +
8 + - + + +
@ + + + + -~
10 + + Neg Neg +
11 + Neg + + -
12 + Neg + Neg -
13 + Neg - + -
+ = Sainhibid

HNeg = No se Inhibid
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7.10 Electroinmunotransferencia (Western blot). Mediante ésta técnica se pudo
corroborar el reconocimiento de la proteina del citoesqueleto, vimentina, que se detectd
po;IFI 8 inmunopunto. Como se puede ver en la figura 17 la banda de reconocimiento
de la vimentina purificada (SIGMA) s6lo es reconocida por los anticuerpos de clase IgM,

no siendo asf con los de clase IgG presentes en los SHN estudiados,

Figura 17, A, depeso altop idos (B10-RAD); B. ina (SIGMA teftida conamido
black); C. 4 SHN, isotipo 1gG; D, 4 SHN isctipo IgM; y E. Anticuerpo monocional ANTEVIMENTINA
(clona V-9 SIGMA}.

Todos los sueros fueron positivos contra vimentina como lo muestra también el
ensayo de electroinmunotransferencia. Se corrobord qus sélo anticuerpos de clase IgM
reconecen vimentina, En Ja tabla 18 se muestran las inhibiciones con FTC, GGA,
DNAcd, DNAcs y con vimentina dsl reconocimiento de ta banda de vimentina, en los
frece sueros ensayados.

Como se puede ver los trece susros ensayados son inhibidos por cuando menos
tres de las moléculas probadas con lo que se demuestra, una vez mas, la polirreactivi-

dad de los anticuerpos que originalmente se Identificaron con FTC en [os sujetos sanos.
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Tabla 18. Determinacién de la polireactividad do los aFTC da fos sujetos
senos por Inhiblcisn de 1a efectroinmunotransferancia (Westem biot).

Inhibidor

Muestra Frc GGA DONAcd  DNAes Vimentina
1 + Neg + Nog +
2 + + + + *
3 + Neg + + +
4 + Neg + Neg +
5 + + + Neg +
-] + + + Neg +
7 + + + + +
8 + + + + +
I + + + + +
10 + + Neg Nog +
1" + Neg + + +
12 + Neg + Neg +
13 + Neg + + +
+ = S inhibié

Neg = No ae Inhibid

Aun cuando la sensibilidad se aumentd con la aplicacidn de ésta técnica (western
blot) para la determinacién de los anticuerpos, la reactividad contra las diferentes
moléculas fue la misma.

La figura 18 nos muestra la evidencia directa del reconocimiento de I;:s anticuerpos
contra FTC. Los sueros diluldos 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 ensayé por la
técnica de inmuno punto.

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

la proteina eluida de las micelas es inmunoglobulina de clase IgV.
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Flgura 18. Isotipo da los anticuerpos eluiios de las micelas de FTC, Estos nnucuerpoa IgM moslruron reactivi-
teactividad contra FTC por ELISA. Los les {+) soninmunogh {SIGMA)

Ningin eluido contenia 19G-aFTC. Esta es, como mencioné anteriorments, 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 dascubren anticuerpos humanos de clase IgM que reconocen
FTC en el 85% de los sueros de sujetos sanos. El tamafo de la poblacion y la
frecuencia de los aFTC observada nos hace suponer que el hallazgo no es un
fendmeno fortuite, sino que la presencia de los aFTC deben tener una participacién
importante dentro del sistemainmunolégico en \a defensa contra ataques por gérmenas
patégenos, o bien, en la eliminacién de sustancias de desecho o dafinas para el
organismo.

La demostracion del reconocimiento especifico de la molécula de FTC por dos
ensayos, uno el de inhibicién con micelas de FTC y otro por reconocimiento de ERBr
nos descarta la posibilidad de reconocimiento o unién inespecifica. Al realizar
inhibiciones sucesivas no se obtuvo el 100% de inhiblcidn, esto se debe posiblemete
a que existen otros anticuerpos de clase IgM contra EBr diferentes a los aF TG, o bien,
podemos estar trabajando en el limite del ensayo. La elucidn sélo de inmunoglobulina
M de las micelas de FTC con las que se inhibid el reconocimiento de los ERBry de la
FTC en la fase sdlida (placa de ELISA), confirma la existencia de aFTC a titulos bajos
en e! suero de sujetos sanos.

Teniendo como antecedente que en los ratones normales existe una cantidad
importante de anticuerpos hemoliticos que reconocen eritrocitos de ratén tratados con
bromelinag, el descubrimiento ds 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 fo que los resultados,
aunque contundentes, son indirectos pues no podemos descartar que su presencia sea
ol resultado del encuentro con un antigeno comun. Sin embargo, las evidencias
obtenidas apoyan fuertemente la nocidn de que los anticuerpos estudiados pertenscen
a la familia de los autoanticuerpos naturales.

La demostracién de la capacidad hemolitica de estos anticuerpos que en algunos
casos fue casi del 100%, nos sugiere que estos aFTC del humano son la contraparte
delos anticuerpos contra ERBr encontrados en los ratones normales. Estos anticuerpos
se han reportado también an otras especies comao son ratas y conegjos, 10 que suglere
que son anticuerpos con especificidad conservada filogenéticamente. Aunado a ésto,
la participacién da genes de inea germinal ‘que codifican para fos anticuerpos de ratén
contra ERBr y que sufren muy poca o ninguna hipermutacion somatica, suglere que
estos anticuerpos tienen gran importancia en la regpuesta inmunolégica.

Como sabemos, Ja mayoria de las células B de fos ratones son células de vida -
corta, estas células se renuevan constantemente en fa médula Gsea a parir de fas
células tronco que No expresan inmuncgiobulinas de superficie. Estas células de vida
media corta se les conoce como células B clasicas para distinguirlas de un subgrupo
pequerio de células B denominadas células B-Ly1”. Las céluias B Lyt1* aparecen muy
temprano durante Ja ontogenia y se propagan a lo largo de lavida de los ratones. Este
grupo de células, poseen en su superficie IgM, como muchas de las células B pero

ademas, presentan un marcador distintivo, el antigeno Ly1 que en el humano es Ja
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proteina conocida como CDS. Este subgrupo de células B representa solamente ef 1%
de las células B de bazo pero constituyen mas del 50% de las células B de la cavidad
peritoneal.

Estudios reafializados por Forster y Hayakawa mostraron que estas céiulas tienen
la capacidad de autorreplicarse y repoblar compartimentos propios de las células B
Ly1*, en ratones receptores depletados de células B. Se sabe ademés que una
cantidad importante de los anticuerpos naturales séricos en particutar del isotipo IgM
son producidos por estas células. Las células B Ly1* son responsables también de la
produccién de una amplia variedad de autoanticuerpos. Los anticuerpos producidos
por este grupo de células tienen muy limitada su capacidad de reconocimiento de
haptenés y antigenos protéicos, sin embargo, responden a ciertos antigenos
bacterianos tales como a-1,3 dextran (Dex} y fosforilcolina (FrilC) por lo que su
participacién en la respuesta inmunolSgica contra infecciones puede ser muy
impantante.

La generacidn de fas células B Ly-1* tempranamente en la ontogenia, su capacidad
de autcpropagacion y el patrdn paricular de especificidades expresado permite
especular que en ésta poblacién (posiblemente con alguna participacidn de subgrupos
de células B clasicas) su repertorio de regiones V se selecciona tempranamente
durante la ontogenia debido al establecimiento de una red de interacciones
autoestimulatorias dentro de ia poblacién celular. Dichas interacciones podrian
nredisponer al animal para dar una respuesta de anticuerpos eficlente contra Dex y

FriC en el momento en que se requiera. Ademas, las células B Ly-1* pueden ejercer
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una influencia sobre la respuesta inmune dada por la poblacién de células B
convencionales.

Extrapolando todos estos conacimientos a los humanos, los aFTC que muestran
reactividad cruzada con otros antigenos como son DNAcd, DNAcs, vimentina y GGA
pueden ser promovidos por autoestimulaciones de las células B CD5* que dan como
resultado una poza de anticuerpos naturales de los cuales el sistema inmune puede
echar mano durante un proceso infeccioso. La polirreactividad de estos anticuerpos
permite al sistama inmune contar con una variedad relativamente baja de anticuerpos
que reconocen antigenos relacionados (sea por su estructura, por poseer grupos
funcionales simifares o por su conformacidn) que pueden ser eliminados répidamente
sin necesidad de esperar a que se desarrolle una respuesta inmune especifica contra
allos, ya que existen anticuerpos que reconoccen a ciertos antigenos aunque con baja
afinidad, pero que ayudan a su depuracién.

La presencia de anticuerpos que reconocen vimentina se ha reportado no sélo en
procesos inflamatorios bacterianos (97), parasitarios (98) y/o virales (99), sino también
en el curso de enfermedades reuméticas (100) principalmente en el lupus eritematoso
generalizado (101, 102). En un estudio realizado por Blaschek y colaboradores se
reporta reactividad cruzada de los anticuerpos de clase IgM detectados en pacientes
con LEG contra CL y vimentina (103). Los autores mue.stran que existe una asoclacion
estadisticamente significativa entre anticuerpos contra vimentina, aCL y anticuerpos
contra DNA especialmente con el isotipo IgM que reconoce vimen\tina. Reportan

ademds, asociacion estadistica entre aCL y anticuerpos contra DNAcs. Los anticuerpos
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de clase IgM que reconocen vimentina fueron inhibidos con CL y absorbidos con
DNAes.

La presencia de autoanticuerpos en sujetos normales que muestran polirreactividad
y comportamiento muy similar al de los anticuerpos reportades en sujetos con
enfermedades autoinmunes nos sugiere que los anticuerpos causantes de los procesos
Inflamatorios patolégicos observados en estas enfermedades, pueden ser el resultado
de alteraciones en la regulacidn de la respuesta inmune normal que desencadena, en
la mayorfa de los casos, Incrementos de los los autoanticuerpos naturales de la
respuesta inmune.

Los genes de las inmunoglobulinas sufren una serie de mutaciones sométicas y
cambio de Isotipo durante la maduracié_n de Ia respuesta inmune. Las células B que
expresan genes V que han sido rearreglados son seleccionadas al entrar en contacto
con el antigeno 1o que hace que las clonas ;;ue expresan anticusrpos de alta afinidad
por dicho antigeno ss expandan preferentemente (104). Al entender el proceso que
ocurre en la maduracién de la respuesta inmune, surge inmediatamente la pregunta:
docurre el mismo proceso durante la generacién de la respuesta inmune contra
antigenos proplos?

En ratones NZB/NZW F, el cambio de isotipo de IgM a IgG de los anticuerpos anti-
DNA edad-dependientes se han asociado con e! desarrollo de lanefritis lUpica que lleva
a estos animales a la muerts (104, 105). La produccion de los anticuerpos anti-DNA de
isotipe 19G es dependiante de las células T CD4* (106-108) y esta estrictamente

asociada {como 1o describen Hirose y colaberadores) con el haplotipo MHC (108) y con
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genes de la cadena B del receptor de ¢élulas T (110). Por otro lado, Shlomehick y
colaboradores reportaron que los genes V,, de los anticuerpos 1gG anti-DNA e 19G con
actividad de factor reumatoide relacionados clonalmente y que provienen de los ratones
MRL-Mp-lpriipr son portadores de una gran variedad de mutaciones somaticas (111,
112). Ellos proponen que las clonas que producen estos autoanticuerpos de clase IgG
son selecclonados y expandidos a través de mecanismos empujados por antigeno.
Ademés se ha visto que tanto el cambio de isotipo como la seleccién de clonas con
mutaciones sométicas pueden tener un papel! critico en la generacién de
autoanticuerpos patogénicos. Este hecho es consistente con la hipétesis que postula
que las interacciones T-B antigeno dependientes llevan a la produccién de auto-
anticuerpos patogénicos a través de cambio de isotipo y mutacidn somética,

La mayoria de los autoanticuerpos de clase I[gM obtenidos de los ratones auto-
inmunes y no autoinmunes son codificados por genes V,, que no han sufrido
mutaciones sométicas (113-115). Sin embargo, sélo en algunos de estos trabajos se
repora que la secuencia exacta de los genes V,, de estos autoanticuerpos corresponde
exactamente ala secuencia V,, de linea germinal (115, 116). El problema estriba, seglin
discuten los autores, en la dificultad de asignar genes V, de linea germinal a las
secuencia V, expresadas, debido a que varios genes V,, de linea germinal tienen
secusencias que difieren sdlo en uno o dos nucledtidos con respecto a éstas (117).

Tomando nuevamente el ejemplo de los anticuerpos anti-DNA, en los que se ha
demostrado la existencia de mutacién somética y cambio de isotipo asociada a

aumento de afinidad en anticuerpos patogénicos, aun en este modelo no se ha podido

59



excluir la posibilidad de |a existencia de células B productoras de anticuerpos anti-DNA
de clase IgG con alta afinidad que deriven de células B que expresaban IgM dirigida
contra antfgenos no relacionados (como fosforileoling) y que al sufrir hipermutacién
somaética y cambio de isofipo dan como resultado células B reactivas contra DNA (118).

Las células B CD5" son la principal fuente de autoanticuerpos de clase lgM,
Incluyendo los anticusrpos anti-DNA de los ratones NZB/NZW F, (36, 119, 120), por que
lamayorla de las células B expresan genes de la regién V que son codificados por linea
germinal y muchos autoanticuerpos IgM son codificados por genes V de linea germinal
(113-116),

La mayoria de las células B responsables de la produccién espontinea de
anticuerpos anti-DNA de clase IgM en ratones NZB/NZW F, expresan el marcador CDS.
Existen dos posibilidades que explican la produccién de autoanticuerpos IgG por
céiulas B CD5 : una es que las células productoras de estos anticuerpos sean
verdaderaments células B convencionales v la otra es que sean células B CD5* que
han perdido el marcador CD5. Evidencias circunstanciales en ratones NZB/NZW F,
favorecen ésta tltima (121). Estudios més profundos en este sentido van a contribuir
al mejor éntendimiento del origen de los autoanticuerpos en las enfermedades
autoinmunes.

Queda aln por determinar cudl es fa funcién normal de los aFTC y , si son estos
mismos anticuerpos los que se presentan en lés procesos patolégicos, si es asi, es
importante el estudio de los fenémenos que ocurren para que los titulos se incrementen

en forma tan importante. Por otro lado si éstos anticuerpos no seon los mismos, serd
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importante conocer la relacién que tienen con los anticuerpos patolégicos y cual es el
Inmundgeno que los seleccidna e induce a madurar como respuesta inmune.

Kawaguchi reporté la presencia de anticuerpos naturales en ratas y consjos contra
ERBr, estos anticuerpos reconocen liposomas de FTC (122). El estudio muestra que
existe una vasta produccién de anticuerpos contra ERBr en ambas especies como
raspussta al reto antigénico dado por lipoprotelnas 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 esta presente una gran poblacién de células B productoras
de anticuerpos contra ERBr, no sdélo en ratones normales sino tambien en ratas, y
consjos normales. Las células B anti-ERBr de las ratas y conejos son probablemente
el equivalents de las células B anti-ERBr de fos ratones. La abundancia de las células
B con especificidad contra ERBr en animales normales de tres diferentes espeties y
ahora descritos en el hombre, sugiere un papel importante de estas células dentro del
sistema inmune ya que se ha conservade filogenéticamente. El blanco real de los
anticuerpos contra ERBr aun no se ha determinado. La molécula que posee los
epitopes para los anticuerpos contra ERBr es la fosfatidiicolina (26, 27, 28) fosfolipido
ubicuo que es componente basico 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 vitro {por almacenamiento)
de los eritrocitos puede ser igualade al envejecimiento in vivo, los hallazgos de que los

aFTC se unen a eritrocitos normales envejecidos in vitro (19) puede ser de gran
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importancia ya que la FTC que es un antigeno oculto de la membrana del eritrocito, al
exponerse /n vivo por efecto de la sialidasa sérica o moléculas con accién similar y/o
enzimas proteoliticas que desializan (121) o liberan el componente staloglicoprotéico,
lineran o descubren a los fosfolipidos de la membrana (19). Por otro lado, se ha
descrito un anticuerpo natural de clase igG anti-alfa-galactosil que reguia la eliminacion
de eritrocitos seniles por la unidén de los receptores Fc de las células del retfculo
endotslial (123). Un anticuerpo de clase IgM que reconoce epitopes (fosfatidilcoling)
expusstos en los eritrocitos seniles, que origina la destruccién mediada por

complemento, puede ser un mecanismo alterno para su depuracion.
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9. CONCLUSIONES

1.- Encontramos anticuerpos contra fosfatidilcoiina (aF TC) en el susero de 85%

de los sujetos de una poblacién humana normal.

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

3.- La nocién de que los aFL detectados en sujetos sanos reconocen FTC se
apoya en los siguientes hallazgos: el reconocimiento de la FTC en la fase sélida
(ELISA), el reconocimiento de eritrocitos murinos y humanos tratados cori

bromelinay la inhibicidn del reconocimlento con FTC en la fase liquida (micelas).

4.- Los aFTC mostraron una importante reactividad cruzada con estructuras
conservadas filogenélicamente como son: DNAcd, DNAcs, CL y vimentina.

Mostraron ademés reactividad de factor reumatoide,

5,- De acuerdo con los estudios realizados con FTC y porciones de la mofécula
fue posible determinar el sitio de reconocimiento de los aFTC, que es ia
fosforilcalina. Para su reconoecimiento los aF TG requieren tanto del grupo fosfato
como de la cabeza polar (Trimetil amonio}. La pérdida del fosfato inhibe

totaimente el reconocimiento. Asi mismo, se puede concluir que el grupo TMA
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requiere tanto de los atomos de carbono como del grupo fosfato para ser

raconocido.

6.- Los aFTC de clase IgM detectados en los sujetos normales son fijadores de
complemento, por tanto son anticuerpos qus tienen la capacidad de lisar ias
células que reconocen. En otras palabras los aFTC tienen una capacldad

hemoilitica importante.

7.- La polirreactividad, el isotipo, 1a presencia en sujetos normales y su
concentracién coloca a los aFTC dentro del grupo de los autoanticuerpos

naturales.
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