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|. INTRODUCCION

A) Anticuerpos antifosfolipido.

Los anticuerpos antifosfolipido (aFL) son un grupo heterogeneo de anticuerpos.
Actualmente, se dice que una persona tiene aFL en suero si cursa con VDRL falso
positivo, anticoagulante lUpico y/o anticuerpos anti-cardiolipina (aCL) detectados por el
método de ELISA 4,5.6,47.50.59.60.82.94.102.128‘

Los aFL se pueden encontrar positivos en diversas enfermedades infecciosas
16,303334:35,86,8595129 linfoproliferativas 282, asociados al uso de algunos medicamentos
como clorpromazina #*%° y en ancianos sanos %; sin embargo, en todas estas
circunstancias los titulos de aFL no suelen ser muy altos, los perfodos de positividad no
son prolongados y tienden a ser mas importantes las elevaciones de aFL IgM que de IgG
81,83,85.

Los aFL se han encontrado tambien hasta en el 53.2% de los pacientes con lupus
eritematoso generalizado (LEG) '2884148545594 on |05 que, la presencia de dichos
anticuerpos se asocia a diversas manifestaciones clinicas, de las cuales las mas
frecuentes son: Trombosis venosas de repeticion, oclusiones arteriales, trombocitopenia,
perdida fetal recurrente, livedo reticularis y anemia hemolitica 8, Se considera Sindrome
antifosfolipido definido (SAF) a la presencia de dos o mas de las manifestaciones clinicas
asociadas y aFL en suero a titulos altos, cuando dicho sindrome se presenta en
-pacientes con LEG se habla de SAF secundario a LEG '281941485435598080 0 )ando se
presenta en un paciente sin evidencia clinica de LEG se habla de un SAF primario (SAFP)
3.

lLos aFL de los pacientes con enfermedades autoinmunes (LEG y SAFP) son diferentes
a los aFL que se presentan en otras entidades no autoinmunes, la mejor estudiada de
estas es sffilis 334358 | os aFL de pacientes con enfermedades autoinmunes se
caracterizan por reaccionar inlensamente con fosfolipidos anionicos (cardiolipina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, acido fosfatidico) y en general, tienen menor reactividad



A1,54,66,9

confosfolipidos neutros (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina) . Eslos anticuerpos

requieren la presencia de 32 glicoproteina | (32 GPI) para su deteccion en el ensayo de
ELISA 10.4461,7277,67.91,92100.115,131 ¢ myjtiples trabajos realizados han conclufdo que estos
reaccionan con el complejo B2GPI-fosfolipidos anionicos; a diferencia de lo anterior, los
aFL que se encuentran en sifilis reaccionan con fosfolipidos en general, tanto anionicos

46! v no requieren de la B2 GPI para su deleccion, incluso si se agrega B2

COIMO NEeulros
GP! al ensayo puede disminuir la reactividad de los aFL con foslolipidos tal vez por
compelencia. Por todo lo anterior, los aFL de los pacientes con sifilis serian realmente
aFL y los de los pacientes con enfermedades autoinmunes serian anticuerpos contra
fosfolipidos-B2 GP| 1021:4446918287,108, | 55 aF son pues, una familia heterogenea de
anticuerpos los cuales pueden clasificarse de acuerdo a los fosfolipidos con ilos que
reaccionan (negativos o neutros), el tipo de ensayo en el que se detectan (aCL,
anticoagulante IUpico, VDRL), el isotipo (IgG y/o IgM), el requerimiento o no de cofactores
(B2GPI, protrombina o cininogeno) y las condiciones asociadas (LEG, SAFP, o
infeccic')n)d'w'“'m'72'77'93"23'131'.

Los pacientes con sffilis y otras enfermedades infecciosas, a pesar de tener titulos altos
de aFL no cursan con las manifeslaciones clinicas que se asocian a aFL en los pacientes
con enfermedades autoinmunes, por tanto, se ha postulado que las diferencias en los
aFL entre dichas entidades podria ser un punto determinante en explicar la presencia de

manifestaciones clinicas en unos y ausencia en otros '%:1720:61.01,100,

B) B2 glicoproteina |.
En 1990 se postulo por primera vez la importancia de la B2GPI para la reactividad de los

4% in vitro. Dos grupos en forma simultanea reportaron que

anticuerpos antifosfollpido
los aFL purificados reaccionaban con fosfolipidos de carga negativa en presencia de
B2GPI, pero no tenfan reactividad con fosfolipidos anionicos unicamente o con B2GPI por
si sola en el ensayo de ELISA. Esto ha sugerido 3 posibilidades: Que los aFL reconocen
un epltope formado por B2GPI y fosfolipidos, reconocen a un neoepltope en la B2GP|
modificada posterior a su union con fosfolipidos anionicos o tienen reactividad con los

fosfolipidos anionicos siempre en presencia de 32GP! (modelo acarreador-hapteno)
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19,22,62,64,69,72,76,131,133

La B2GPI tambien conocida como apolipoprotefna H, es cofactor de anticuerpos aFL y
probablemente corresponde al que alguna vez se describio como inhibidor de proteina
C 7479190120 o5 una glicoprotelna plasmatica descrita en 1961 por Schultze y cristalizada
en 1966 por Haupt . Tiene un peso molecular de 70 kD en condiciones de reduccion
y 48-52 kD no reducida; esta formada por una sola cadena de 326 aminoacidos, es rica
en cistefna y prolina 798" sy glicosilacion es variable y se caracteriza por tener
microheterogeneidad de acido sialico ademas de polimorfismo de asialoglicoproteinas (7).
La B2GPI tratada con bromuro de cianogeno da como resultado 5 fragmentos : El

primero, el cual es el extremo aminoterminal, comprende los aminoacidos 1-40; el
segundo (aminoacidos 43-72), tercero (aminoacidos 162-193) y cuarto (aminoacidos 239-
268) son los fragmentos en los que se encuentran los sitios de glicosilacion y el quinto
(aminoacidos 272-308) es el extremo carboxiterminal.

La A2GP| humana tiene 84% de homologfa con la protelna de la rala y 82.5% de la
bovina, se sintetiza en el higado como un precursor de 345 aminoacidos, hasta el
momento no ha sido posible mostrar su sintesis en otros tejidos *.

La B2GPI pertenece a una familia de proteinas llamadas proteinas con unidades
repetitivas cortas (SCR), las cuales tienen entre 2 y 30 dominios llamados dominios sushi
estos pueden ser del mismo tipo 0 mosaicos y frecuentemente constan de 60
aminoacidos ricos en cistehas. Entre las proteinas que se encuentran en esta familia
destacan "%%;

Proteinas del complemento: FB, Cir, C1s, C2, C6, C7, C4bp, CR1, CR2.

Otros receptores y moleculas de adhesion: riL2, GMP140, ELAM1.

Protelnas sericas: FXIII, haptoglobina a1, B2GPI.

Otras: Proteina nuclear de proteoglicanos de cartilago, peroxidasa tiroidea,
proteoglicanos de fibroblastos.

L.a B2GPI consla de 5 dominios "sushi’ con gran cantidad de secuencias repelitivas como
es caracteristico en estas proteinas. El quinto dominio, especificamente la union entre los
aminoacidos 314-315 y 317-318 parece ser determinante en la alinidad de la protelna por
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FLs anionicos y por tanto es responsable de su actividad de cofactor %7,

L.a B2GPI tienen gran afinidad por heparina, fosfocelulosa, deoxicolato, DNAdc, DNAcs,
mitocondrias, fosfolipidos anionicos, membrana plaquetaria, lipoproteinas y trigliceridos;
se ha propuesto que dicha afinidad sea debido a la carga negativa de varios de estos
compuestos o por interaccion con los grupos fosfato "791%,

La proteina esta codilicada por alelos codominantes, se han descrito hasta la fecha
cuatro alelos (APOH*1, APOH*2, APOH*3 y APOH*4) en esludios hechos en poblacion
blanca, negra y asiatica el alelo mas frecuentemente encontrado es el APOH*2, el
APOH*4 unicamente se ha descrito en poblacion negra %'#",

La B2GPI se encuentra en concentraciones sericasde 15-30 mg/dl en el hombre, una
parte de ella esta en las lipoproteinas plasmaticas: 16-18% en HDL, 7-9% en VLDL, <2%

en LDL, 16% en quilomicrones y 60-70% en el boton de densidad 1.21 293879,105,106:121,135

A traves de isoelectroenfoque y otros estudios se ha mostrado que la proteinas puede
tener variaciones cualitativas determinadas geneticamente (subtipos o isoformas) o a nivel
post-traduccional (variaciones en la glicosilacion); se han descrito tambien diferencias
cuantitativas determinadas geneticamente (deficiencia de B2GPI) y probablemente
adquiridas o secundarias (hipertrigliceridemia asociada a deficiencia de B2GPI), sin
embargo no sabemos la importancia de estas variaciones ya que las diversas isoformas
o diferencias en glicosilacion no parecen alterar la funcion de la proteina y en ninguno de

. los casos la deficiencia de la proteina se ha asociado con manifestaciones clinicas.

Aunque no se conoce su funcion exacta, se ha propuesto que la B2GPl sea un
anticoagulante natural por su capacidad de: 1) inhibir la via intrinseca de la coagulacion:
el sistema de contacto de la coagulacion se activa al unirse el factor Xl y la precalicrelna
a superficies con carga negativa, la 82GP| se une a los compuestos anionicos y de esa
forma inhibe la cascada de la coagulacion en una manera dependiente de la dosis, 2)
guardar relacion con la actividad de adenilato ciclasa de las plaquetas y, 3) inhibir la
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aclividad de protrombinasa de plaquetas activadas que da lugar a Ia formacion de

trombina 96,116,118,119

C) Membrana plaquetaria.

Los fosfolfpidos son constituyentes de las membranas celulares, estos se encuentran en
forma de bicapa con distribucion asimetrica. En las plaquetas en reposo el 93% de la
esfingomielina (EM) y el 45% de la fosfatidilcolina (FTC) se encuentran en la supetficie
externa y el 80% de fosfatidiletanolamina (FTE) y el 95% de la fosfatidilserina (FTS) en la
superficie interna de la membrana plaquetaria *"'#*4%1%  E| mantenimiento de esta
distribucion asimetrica es un proceso que requiere de sistemas de transporte especificos
como la translocasa de aminofosfolipidos y su relacion con el citoesqueleto 213124127,
Posterior a estimulos con diversos agonistas las plaquetas sufren el complejo proceso
de activacion plaquetaria (adhesion, agregacion, liberacion de sustancias) en el cual, a nivel
de la membrana plaquetaria se han descrito varios cambios: 1) Entrada de calcio al
citoplasma, 2) Perdida de la asimetria de los fosfolipidos de membrana, a traves de
procesos de translocacion que originan que la superficie externa de esta se convierta en
una supertficie fundamentalmente de carga negativa dada por mayor expresion de
fosfatidilserina y 3) Variaciones en la forma de las plaquetas, y formacion de
evaginaciones que posteriormente se liberan como microvesiculas constituidas por una
bicapa de fosfolipidos que en la superficie externa son de carga negativa
71112,1427,326971128136  Todo ello da lugar a que tanto la superficie de la membrana

- plaquetaria, como de las microvesiculas se transformen en una superficie procoagulante.

La exposicion de FTS en la membrana de plaquetas activadas es crucial para la
hemostasia debido a que ello es un evento indispensable para la activacion del factor X
(por el complejo factor IXa + factor Villa) y para la conversion de protrombina a trombina
(por el complejo activador de protrombina).

La exposicion de FTS parece ser tambien un evento clave al menos en eritrocitos, para
su eliminados de la circulacion al pasar por el bazo. En ofras celulas como los linfocitos
que sufren apoplosis, la expresion de FTS en la superficie da lugar al reconocimiento de
éstas celulas por los macrofagos ™.
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D) Anticuerpos antifosfolipldo y plaquetas.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentemonte asociadas a afFL. son trombocitopenia
y eventos tromboticos, por lo que muchos trabajos han tralado do definir la intoraccion
de aFL-membrana plaquetaria y endotelio. Esla interaccion se ha evaluado desde dos
puntos de vista: en el primero algunos autores ®'®, han reportado que los aFL son
capaces de activar a las plaquetas y favorecer su agregacion; en el segundo se ha
evaluado la union de los aFL a plaquetas en reposo y activadas, la mayoria de los
reportes estan de acuerdo que los aFL no se unen a plaquetas en reposo (lo cual va en
contra de su capacidad de activarlas) y si lo hacen a plaquetas lisadas, sin embargo
existfa controversia respecto a su union a plaquetas activadas, aparentemente tal
controversia es debida a las variaciones en la metodologla utilizada en los diferentes
estudios: agonistas utilizados y dosis de los mismos, metodos para la obtencion de
plaquetas, metodos para valorar la activacion plaquetaria, la utilizacion de aFL purificados

o sueros aFL+ y la presencia o no de B2GPI en los ensayos 9409187111122,

E) aFL-32GPl-plaquetas.

Schousboe ' reporto que la B2GPI tenian capacidad de unirse a plaquetas lavadas,
aunque en su estudio no utilizo agonistas plaquetarios ni valoro el estado de activacion de
las mismas, es posible que la protelna se una a plaquetas activadas debido a la gran
afinidad que tiene por superficies de carga negativa y que posteriormente los aFL sean
capaces de interactuar con el complejo plaquetas-82GPI.

Recientemente, se publico un trabajo ' en el cual obtienen aCL y anticuerpos con
actividad de anticoagulante lpico de pacientes con sindrome antifosfolipido los cuales
marcaron con radioisotopos y evaluaron la union de ambos a plaquetas en reposo y
activadas. Los resultados muestran que los aCL requieren de la presencia de la B2GPI
para su union a plaquetas y que esta es mayor a plaquetas activadas. En este trabajo no
evaluaron la union de la B2GP! per se a las plaguetas activadas , ni el estado de activacion
plaguetaria.
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. OBJETIVOS

1. Determinar la capacidad de union de la B2GP! a plaquetas de sujetos sanos y
pacientes con SAF en reposo y estimuladas con ionoforo de calcio A23187 y/o
trombina.

2. Determinar si la union de aFL purificados a plaquetas, guarda relacion con la
union de R2GP! a plaquetas.

3. Determinar la presencia de B2GPI en la membrana plaquetaria ex vivo de sujetos
sanos y de pacientes con SAF.

ill. HIPOTESIS

1. La B2GP! se une preferentemente a plaquetas estimuladas con A23187 y/o
trombina que a plaquetas en reposo.

2. LosaFL purificados, se unen preferentemente a plaquetas estimuladas con A23187
y trombina y que ésto guarda relacion con la cantidad de B2GP! adherida a la
membrana.

3. Los pacientes con SAF tienen mayor cantidad de B2GP| adherida a la membrana
plaquetaria que los sujetos sanos.



IV. SUJETOS.

Se incluiran individuos sanos y pacientes con LEG y SAFP de acuerdo a las siguientes
definiciones:

* Lupus eritematoso generalizado con sindrome antifosfolipido asociado. De acuerdo a
criterios propuestos por el Colegio Americano de Reumatologia y los criterios propuestos
para sindrome antifosfolipido asociado a LEG que son '%: La presencia de dos o mas de
las manifestaciones clinicas reportadas como asociadas y litulos de aCL por arriba de
5 desviaciones estandar de la media de los sujetos sanos.

* Sindrome antifosfolipido primario. Segun los criterios anteriormente mencionados pero
en ausencia de datos clinicos y de laboratorio que permitan sospechar el diagnostico de
LEG °.

* Sanos. Sujetos de cualquier sexo, entre 18 y 50 anos de edad, que por interrogatorio
no tengan evidencia de enfermedad aguda ni cronica y que no hayan ingerido acido
acelilsalicflico en los Ultimos 10 dias ni otros antiinflamatorios no esteroideos en las ultimas

8 horas.

Criterios de Inclusion.

1. Pacientes y sujetos sanos que cumplan con las definiciones propuestas.
2. Que acepten patrticipar en el estudio.
3. En el caso de los pacientes, que tengan cuenias plaquetarias > 30,000
plaquetas/mm®.

Los pacientes se incluiran independientemente del estado de aclividad de la enfermedad
y el tratamiento de la misma. Los datos respecto a actividad y tratamiento al momento
de la toma, se anotaran con el fin de uilizarlos en caso necesario al analizar los
resultados de la Fase | que es en la Unica en que se utilizaran plaquetas de pacientes.
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V.MATERIAL ¥ METODOS.

a) DISENO

El estudio se hizo en 4 fases:

ta.  Produccion de un anticuerpo monoclonal (ACM) contra B2GPI, caracterizacion del
ACM en cuanto a reactividad, reactividad cruzada, determinacion de isotipo, de

cadenas ligeras.

2a. Determinacion de la presencia de B2GP! ex vivo en sujetos sanos y en pacientes
con SAF.

3a. Union in vitro de B2GP! a plaquetas en reposo y activadas de sujetos sanos y

pacientes con SAF.

b) MATERIAL

Reactivos.

Cardiolipina, fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidilinosinotol, acido fosfatidico,
fosfatidiletanolamina, tabletas de p-nitrofenilfosfato (sustrato de fosfatasa alcalina),
proteina A, isotiocianato de fluoresceina, ficoerilrina, adyuvants completo e incompleto
de Freund, TEMED, trisma-base, naftol AS-MX, fast red, ionoforo de calcio A23187,
trombina, colagena, glicina, bolsas de dialisis, pristane, suero bovino fetal, RPMI de Sigma
Chemical Co., St Louis MO.

- Acrilamida, bis acrilamida, SDS, persulfato de amonio, tween 20, gelatina, papel de

nitrocelulosa, de Bio-Rad laboratories, Richmond CA.

Acido perclorico de Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wis.

Penincilina-estreptomicina, glutamina, pohet:lenghcol HT (hipoxantina, timidina),
aminopterina y equipo para determinar isotipos y cadenas ligeras de anticuerpos murinos
de GIBCO, BRL Gaitherburg, MD.,

Los anticuerpos anti-inmunogloblutinas de raton marcadas con fluoresceina (FITC) y con
ficoeritrina (PE), los anticuerpos anti-lgs, anti-lgM, anti-lgG de raton marcado con
fosfatasa alcalina son de Sigma Chemical Co. St. Louis MO. El anticuerpo anti-CD62,
(anti-GMP140) se obtuvo de Immunotech,

Cajas de cultivo, placas de poliestireno, filtros, tubos de polipropileno y criotubos de
Costar, Cambridge, MA.
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Equipo.

Cgmara vertical de electroforesis, camara horizontal de electroforesis, camara de
transferencia de Bio-Rad laboratories, Richmond, CA.

Microscopio invertido do American Optical Corp., Bulfalo, NY.

Detector UV do LKB.

Especlrofotomelro de Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA.

Citofluorografo de flujo FACScan de Becton Dicksnson Mountain View, CA.

c) METODOS (+)

Purificacion de la B2GPI.
(+) Las especificaciones de las soluclones utilizadas se encuentran en el anexo l.

1) Preclipltaclon con acido perclorico.
* A una unidad de plasma se agrega acido perclorico 1:33 y se deja Incubar durante una hora.
* Se centrifuga a 4° C durante 30 min a 5,000 rpm
* Se obtiene el sobrenadante, ajusta el pH a 7.3, y se dializa contra agua durante 24 hrs. (3 cambios) y
contra PBS otras 24 hrs mas.
* Se concentra y determina la cantldad de proteinas.

Con acido percidrico se obtiene una mezcla de aproximadamente 5 proteinas (proteinas solubles en acido
perclorico), entre las cuales se encuentra la B2GP!.

2) Electroforesls en geles de poliacrilamida-SDS, de gradiente 20%-5%

* Se prepara acrilamida-bis al 5% vy al 20%.

Solucion de acrilamida stock (i) 1.25 5

Agua bldestilada (ml) 4.65 0.9

Amortiguador tris pH 8.8 (mI) 1.5 1.5

SDS 10% (ul) 75 75

Temed (ul) 3.75 3.75
- Persulfato de amoenio (ul) 50 50

* Se agrega a las camaras del formador de gradiente, se montan los geles y se dejan polimerizar.

* Se agrega la muestra de [2GP| y otras proteinas, diluida con amortiguador de muestras (sin B-
mercaptoetanol) y se corre de manera habitual.

* Se tine el gel con tinclon de cobre durante 5 minutos, se enjuaga con agua bidestilada y se corta la
banda correspondiente a la B2GPl. Estas bandas se almacenan en amortiguador de tanque a 4°C.

3) Electroelucion.

* Se colocan las bandas cortadas en bolsas de dialisis y con amortiguador de tanque, las bolsas se fijan
a los extremos de una camara horizontal de electroforesis y se agrega amortiguador de tanque.

* Las muestras se electroeluyen a 120 mV durante 4 hrs. cambiando a las dos horas el amortiguador de
tanque de la camara por amortiguador de tanque frio.

* Se dializan a 4° C contra PBS durante 24 hrs., con res cambios.
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* Los fragmentos de gel se desechan y el electroeluldo se dializa durante 24hrs contra PBS, posteriormente
se concentra y determina la cantidad de proteinas.

4) Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 7.5%
* Se monta la camara y prepara el gol do resoluclon, se agrega butanol y se deja polimerizar.
* Se tira el butanol y se agrega el gel concentrador y el peine correspondiente.

Gel de resolucion Gel concentrador
Acrilamida stock (mi) 3.8 1.6
Agua bidestilada (ml) 8.0 7.2
Tris pH 8.8 (ml) 3.0 30¢
SDS 10% (ul) 150 150
TEMED (ul) 7.5 10
Persulfato de amonlo (ul) 50 34

(¢) para el gel concentrador se utiliza tris pH 6.8

* Se agregan las muestras y los pesos moleculares standard diluldos en amortiguador de muestras.
* Se coloca el amortiguador de tanque y se conecta a la fuente de poder, inicialmente a 100 mV y a 120
mV despues, una vez que las muestran entran al gel de resolucion.

5)inmunocelectrotransferencia.

* Se coloca en la camara de transferencia el papel filtro, las almohadillas, el gel y el papel de nitrocelulosa.
* Se agrega el amortiguador de transferencia frio.

* Se conecta a la fuente de poder a 120mV durante 1 hr,

* Para bloquear, se coloca el papel de nitrocelulosa con PBS-leche descremada al 3%, en agitacion durante
una hora y media.

* Se lava 3 veces con PBS-Tween 0.05% en agitaclon.

* Se agrega el primer anticuerpo en este caso antl-B2GPI diluido 1:250 en PBS-leche, durante 2 hrs.

* Se lava 3 veces con PBS-Tween en agfltacion.

* Se agrega el segundo anticuerpo anti-igs de conejo marcado con fosfatasa alcalina, diluido 1:8000 en
PBS-leche, durante 1 hr, '

* Se reallzan 3 lavados con PBS-Tween en agitacion y un cuarto lavado con amortiguador de tris.

* Se incuba con el revelador durante 20 minutos y se enjuaga con agua bidestilada.

Produccion de hibridomas 20526,

6) Crecimiento de linea celular.

* Lalinea celular X63 Ag8.653 (mleloma murino) se descongela al sumergir y agitar suavemente el criotubo
en un bano de 37°C,

* Las celulas se colocan en un tubo y se lavan 3 veces con 10 mi de RPMI no suplementado.

* Posterlormente, se agrega medio suplementado, se slembran en cajas de cultivo y se mantienen en la
estufa. El medio se cambia cuando sea necesario hasta que e numero total de celulas sea de 3-4 X 10”,
Esta linea se descongela y mantiene en crecimiento las Ultimas 2 semanas del esquema de inmunizacion
del raton,

7) Obtenclon de macrofagos peritoneales.
* Se sacrifican ratones BALB/c de 8 a 12 semanas de edad.
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* Inmediatamente se limpla y abre Ia piel del abdomen en una campana de flujo laminar, teniendo
cuidado en dejar el peritoneo intacto.

* Con una jeringa se inyectan intraperitonealmente 10 ml de PBS esteril frio y a los 30 segundos se extrae
nuevamente el liquido con una jeringa.

* El liquido extraido contlene macrofagos peritoneales en PBS, los cuales se lavan 3 veces con RPMI ho
suplementado y se cuentan. Se obtlenen alrededor de 5-7 millones de macrofagos por cada raton.

8) Esquema de inmunizacion de ratones.

* A un raton BALB/c de 6 semanas de edad se ineycta por via subcutanea a nivel inguinal: 80 ug de B2GPI
en 250 ul de PBS + 250 ul de adyuvante completo de Freund, previamente emulsionado.

* Dos semanas despues, s¢ Inmuniza por segunda ocasion con 80 ug de la proteina en PBS + 250 ul de
adyuvante Incompleto de Freund.

* Seguldas por cuatro inmunizaciones exclusivamente con fa proteina (80ug/PBS) sin adyuvante de Freund,
a los 5,10,12 y 14 dfas de la segunda Inmunizaclon, las primeras tres son por la misma via y la ultima por
via intravenosa. ) ) ,

* A las 24 hrs de la ultima inmunizacion se sacrifica al raton.

9) Obtenclon de bazo.

* El bazo se extirpa con tecnica esteril,

* Se coloca Inmedlatamente en RPMI y se desprende el tefido adyacente primeramente con pinzas y
despues al pasar el te]do con RPMI a traves de una gasa esteril.

* Se lava en 3 ocaslones con RPMI no suplementado, y se cuentan las celulas.

10) Fusnon celular,

* Las celulas X63 Ag8.653 se lavan 3 veces en RPMI no suplementado y se cuentan.

* Los esplenocitos y las celulas X63 AgB.653 se colocan en un mismo tubo, en una relacion 2:1.

* Se les agregan 15 mi de RPMI no suplementado, se centrifugan y se descarta el sobrenadante.

* Lentamente se agrega la solucion de polietilenglicol, 1ml por cada 10° células de la mezcla de fusion.
* Se Incuban a 37 ° C durante 30 segundos.

* A lo largo de 3 minutos, se agregan 20 m! de RPMI lentamente.

* Se centrifugan, elimina el sobrenadante y se resuspenden en HAT 2-5 X 10° celulas/ml de HAT,

* Se agregan 4 X 10° macrofagos peritoneales/mi de mezcia de fusion (obtenidos 2 horas antes).

* Se slembran en placas de 24 pozos.

11) Crecimiento de hibridomas.

- * Los cultivos se revisan cada 2-3 dias, con el fin de evaluar aquellos pozos donde hay fusion y por tanto
donde hay hibridomas, los cuales son aquellos en los que hay celulas vivas.

* El medio se cambla cuando es necesarlo, de acuerdo al viraje del color y se guarda el sobrenadante en
todos los casos a -20°C. El primer cambio de medio se hace con la mitad del volumen de RPMI
supiementado y la olra mitad de medio HAT. En el sigulente se utiliza 75% del volumen de RPMI
suplementado y 25% de HAT. Y en el tercero ya se agrega Unicamente RPMI suplementado.

* En ¢l caso de algun pozo contaminado, se agrega 1 ml de sulfato da cabre 1% + SDS 10%, para evitar
que la contaminacion se expanda a otros.

12) Congelaclon

* Las celulas de aquellos pozos selecclonados por la reactividad de los anticuerpos, se expanden en cajas
de cultivo,

* Se congela un vial de cada una de las celulas seleccionadas en mezcla de congelaclon, a -70°C
Inicialmente y en nitrogeno liquido despues. Tamblen se congela a -20°C el sobrenadante obtenido.
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13) Dlluclon Hmitada,

* Las celulas selecclonadas se lavan y diluyen en RPMI suplementado.

* En una placa de 96 pozos se agregan 100 ul/pozo de una mezcla que contiene 50 celulas/mi (5
células/pozo).

* En una sogunda placa se solmbran 2 colulas por pozo y en una torcora una colula por pozo.

* En cada uno de los pozos de las tres cajas se agregan previamente macrofagos peritoneales a la misma
concentracion anterlormente menclonada.

14) Expanslon In vitro.

* Se evaluan las celulas de aquellos pozos en los que se muestra crecimiento de una sola clona.

* Se trasladan a un pozo de una placa de 24 pozos, tambien con macrofagos peritoneales oblenidos  una
hora antes.

* Confarme el numero de celulas aumenta y se liena el pozo, estas se expanden a los pozos adyacentes.
* El medio de cultivo se cambla segun requerimientos.

* Cuando se tienen alrededor de 12 pozos llenos de las mismas celulas, estas se trasladan a una caja de
cultivo, ya sin macrofagos peritoneales. E! sobrenadante se guarda en todo momento.

* Se congelan aproximadamente dos viales de cada clona.

15) Expansion in viva,

* A un raton BALB/c se inyectan intraperitonealmente 0.5 mi de pristane.

* Una semana despueés se inyectan por la misma via, celulas de la clona elegida para expander: 20 millones
de celulas/PBS.

* Los ratones se vigllan continuamente para evaluar la produccion de ascitis y, aproximadamente a las sels
semanas s@ sacrifican y se extrae la cantidad de ascitls que es posible (aproximadamente 10-15 mi/raton).
* Es posible extraer ascitls sin sacrificar al raton en este caso, se repone el 70% del volumen obtenlido con
PBS por via Intraperitoneal.

16) Cromatograffa de afinidad con Protefna A-Sefarosa.

Se somete a cromatografla de afinidad el sobrenadante de los cultivos y ascitis:

* La columna de protefna A-sefarosa se lava con solucion de boratos 1X.

* Lentamente, se pasa el sobrenadante o ascitis, llevando el control con un detector UV.

* Se lava nuevamente con solucion de boratos 1X. ) ,

* Con solucion de glicina se eluye la fracclon que se unlo a la columna y se recolecta en solucion de

boratos 4X.

* Por ultimo se lava la columna con boratos 1X.

* La fracclon eluida se diallza contra PBS, se concentra, se determinan protelnas y se guarda a
concentracion de 1 mg/ml con azlda de sodio al 0.02%, a 4°C.

Caracterizaclon del anticuerpo monoclonal.

17) ELISA para determinaclon de Isotipos y cadenas ligeras.
* Se realizo por el método de ELISA con un equipo comercial de GIBCO para caracterizar Isotipos y
cadenas ligeras de anticuerpos murinos, segun las recomendaclones del fabricante.

18) ELISA de anticuerpos antl-B2GPI.

* A una placa de poliestireno se agregan, 7.5 ug/pozo de B2GP! en PBS y se deja incubar durante dos
horas a temperatura ambiente.

* Se lava 3 veces con PBS,

* Con PBS-gelatina 0.3%, 300ul/pozo, se bloquea durante dos horas.

* Se lava 3 veces con PBS, '

* Los antlcuerpos en PBS a una concentracion de 2.5ug/ml, se agregan (100 ul/pozo) y se incuban una
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13) Dlluclon Himitada.

* Las celulas selecclonadas se favan y diluyen en RPMI suplementado.

* En una placa de 96 pozos se agregan 100 ul/pozo de una mezcla que contiene 50 celulas/ml (5
celulas/pozo).

* En una sogunda placa se soimbran 2 colulas por pozo y en una torcora una colula por pozo.

* En cada uno de los pozos de las tres cajas se agregan prevlamente macrofagos peritoneales a la misma
concentracion anterlormente mencionada.

14) Expansion In vitro.

* Se evaluan las celulas de aquellos pozos en los que se muestra crecimiento de una sola clona.

* Se trasladan a un pozo de una placa de 24 pozos, también con macrofagos peritoneales obtenidos una
hora antes.

* Conforme el nUmero de celulas aumenta y se llena el pozo, estas se expanden a los pozos adyacentes.
* El medio de cultivo se cambla segun requerimientos.

* Cuando se tlenen alrededor de 12 pozos llenos de las mismas celulas, estas se trasladan a una caja de
cultivo, ya sin macrofagos peritoneales. El sobrenadante se guarda en todo momento.

* Se congelan aproximadamente dos viales de cada clona.

15) Expansion in vivo,

* A un raton BALB/c se inyectan intraperitonealmente 0.5 ml de pristane.

* Una semana despuss se Inyectan por la misma via, celulas de la clona elegida para expander: 20 millones
de celutas/PBS,

* Los ratones se vigilan continuamente para evaluar la produccion de ascitis y, aproximadamente a las seis
semanas s sacrifican y se extrae la cantidad de ascltis que es poslble (aproximadamente 10-15 mi/raton).
* Es posible extraer ascitis sin sacrificar al raton en este caso, se repone el 70% de! volumen obtenido con
PBS por via Intraperitoneal.

16) Cromatograffa de afinidad con Proteina A-Sefarosa,

Se somete a cromatografia de afinidad el sobrenadante de los cultivos y ascitis:

* La columna de proteina A-sefarosa se lava con soluclon de boratos 1X.

* Lentamente, se pasa el sobrenadante o ascitis, llevando el control con un detector Uv.

* Se lava nuevamente con solucion de boratos 1X. ) )

* Con solucion de glicina se eluye fa fraccion que se unio a la columna y se recolecta en solucion de

boratos 4X.

* Por ultimo se lava la columna con boratos 1X.

* lLa fracclon elulda se dializa contra PBS, se concentra, se determinan proteinas y se guarda a
concentracion de 1 mg/ml con azida de sodio al 0.02%, a 4°C.

Caracterizacion del anticuerpo monoclonal,

17) ELISA para delermlnaclon de Isotlpos y cadenas ligeras.
* Se realizo por el método de ELISA con un equipo comercial de GIBCO para caracterizar isotipos y
cadenas ligeras de anticuerpos murinos, segun las recomendaciones del fabricante.

18) ELISA de antlcuerpos antl-B2GP!,

* A una placa de pollestireno se agregan, 7.5 ug/pozo de B2GPI en PBS y se deja Incubar durante dos
horas a temperatura amblente.

* Se lava 3 veces con PBS,

* Con PBS-gelatina 0.3%, 300ul/pozo, se bloguea durante dos horas.

* Se lava 3 veces con PBS, '

* Los anticuerpos en PBS a una concentraclon de 2.5ug/ml, se agregan (100 ul/pozo) y se incuban una
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hora a tompaoralura amblanto,

* Se lava 3 veces con PBS.

* El anticuerpo antl-lg@G de raton marcado con fosfatasa alcalina se agrega, diluido 1:1000 en PBS-gelatina
0.3% y se Incuba una hora.

* Se lava 3 veces con PBS.

* El sustrato de la enzima diluido en amortiguador de dietanolamina (1tab/5 ml), se agrega (300 ul/pozo)
y se deja incubar durante una hora.

* La lectura se hace en el lector de ELISA a 405 nm.

En los experimentos de tamizaje antes de selecclonar los hibridomas, el segundo anticuerpo que se wtilizo
en el ELISA de antl-B2GP! fue antl-inmunoglobulinas de raton una vez selecclonados y expandidos los
hibridomas y conociendo el isotipo {gG de todos ellos se uso antl-lgG de raton.

19) ELISA de anticuerpos contra: CL, FTS, FTC, AF, FTI, FE.

* A una placa de poliestireno se agregan 50 ul/ml de una solucion de etanol-CL (o FTS, AF, FTC, FTI, FE)
a concentraclon aproximada de 2.15 $g/pozo de CL. Esta concentracion se obtlene: 7.5m! de etanol + 75
ul de fosfolipldo sl este viene a una concentracion de 5mg/ml.

* Se coloca la placa en una camara de nitrogeno gaseoso hasta que se evapora la solucion de todos los
p0ozos.

* lLa placa se bloguea con PBS gelatina 0.3% 350 ul/pozo, se incuba por dos horas a temperatura
amblente.

* Se lava 3 veces con PBS.

* De los ACM diluldos en PBS-gelatina 0.3%, se agregan 200 ul y se incuban por una hora.

* Se lavan 3 veces con PBS.

* El anticuerpo antl-IgG de raton marcado con fosfatasa alcalina diluido 1:1000 en PBS-gelatina 0.3%, se
agrega e Incuba durante una hora a temperatura ambiente.

* Se lava 3 veces con PBS.

* Se agrega el sustrato de la enzima diluldo en amortiguador de dietanolamina (1 tab/5ml), 200 ui/pozo
y se Incuba durante una hora en la obscuridad a 37°C.

* La lectura se realiza en un lector de ELISA a 405 nm.

20) ELISA de anticuerpos antl-DNA

* Auna placa de poliestireno, se agregan 100 ul/pozo de albumina serica bovina metilada al 0.1% en PBS.
* Se incuba 2 hrs a temperatura ambiente y posteriormente se sacude la placa para eliminar la albumina
no unida, sin lavar.

* Se agrega DNA simple o de doble cadena: 10 ug/ml en PBS-EDTA 1mM, 50 ul/pozo durante 1 hr a
temperatura ambiente. )

* Se lava tres veces con PBS-EDTA 1mM.

* La placa se bloquea con PBS-EDTA tmM-suero bovino fetal al 10%, 300 ul/pozo, durante 1 hora.

* Se lava 5 veces con 300 ul/pozo de PBS-EDTA 1mM-Tween 0.05%.

* Los antlcuerpos diluidos se agregan a una concentracion de 2.5 ug/ml, en PBS-EDTA-suero bovino fetal,
ademas de una curva de diluclones seriadas: 100 ul/pozo durante una hora.

* Se hacen 6 lavados con PBS-EDTA-Tween

* El anticuerpo antl-lgG de raton marcado con fosfatasa alcalina; 100 ul/pozo disueilo en PBS-EDTA-SBF
1:1000, se agrega e incuba durante una hora.

* Se lava 5 veces,

* El sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato) (1 tableta/5 ml) se agrega disuelto en amortiguador de
dietanolamina.

* La reacclon se detiene con 50 ul de NaOH 3N y se lee a 405 nm.
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21) ELISA de anticuerpos anti-heparina

* A una placa de poliestireno, se agrega heparina 5000 Ul, 100 ul/pozo.

* Se Incuba una hora a temperatura ambiente.

* Se lava 3 veces con PBS

* Con PBS-gelatina 0.3% se bloquea durante una hora.

* Se lava 3 veces con PBS

* Los anticuerpos diluldos 2.5 ug/ml en PBS, 100 ul/pozo se agregan durante una hora.

* Se lava 3 veces con PBS

* El antlcuerpo antl-lgG de raton marcado con fosfatasa alcalina: 100 ul/pozo diluido en PBS-gelatina,
1:1000, se agrega e incuba durante una hora.,

* Se lava 3 veces

* E| sustrato de la enzima, se agrega disuelto en amortiguador de dietanolamina (1 tableta/5 mi).
* Se lee en un lector de ELISA a 405nm

Ensayos de Inhlblcion.

22) ELISA

* Una placa de pollestireno se sensiblliza con concentraciones variables de 2G| (de a ug/pozo) y se
incuba durante 2 hrs a temperatura ambiente.

* Se lava 3 veces con PBS.

* Con PBS-gelatina 0.3% 300/ul/pozo, se bloquea durante dos horas.

* Se lava 3 veces con PBS. ,

* Los anticuerpos en PBS se agregan a una concentracion de 2.5 ug/ml, 100 ul/pozo y se incuban durante
una hora a temperatura ambiente.

* Se recoge el sobrenadante (los anticuerpos no unidos y los guardamos)

* Se lava 3 veces con PBS.

* El anticuerpo anti-lgG de raton marcado con fosfatasa alcaling, dilufdo 1:1000 en PBS-gelatina 0.3% , se
agrega e Incuba durante una hora.

* Se lava 3 veces con PBS.

* El sustrato de la enzima diluido en amortiguador de dietanolamina (1tab/5 ml), 300 ul/pozo se agrega
durante una hora.

* Posterlormente, se lee en el lector de ELISA a 405 nm.

* Los antlcuerpos no unidos (el sobrenandante) se prueban en una nueva placa de ELISA con 32GPI a
concentraciones constantes (10 ug/pozo) y el resto del ELISA se hace de manera convencional.

23} Inmunopunto.

-* Un fragmento de papel de nitrocelulosa en forma rectangular, se coloca en amortiguador de transferencia
durante 15 minutos y se deja secar a tempertura amblente.

* Se coloca el papel en la camara de inmunopunto.

* En cada pozo se agrega el antigeno (32GPI 5 ug/50 ui) y se deja secar.

* Con PBS-leche descremada 3%, se bloquea durante una hora.

* Se hacen 3 lavados de 10 minutos con PBS-Tween 0.05%.

* Los anticuerpos 2.5 ug/pozo, diluidos en PBS-leche se agregan e Incuban 2 hrs a temperatura amblente.
* Se lava 3 veces con PBS-Tween.

* El segundo anticuerpo diluido con PBS-leche (1:1000), se agrega durante una hora a temperatura
amblente,

* Se hacen 3 lavados con PBS-Tween en agitacion y un cuarto lavado con amortiguador de tris.

* Se Incuba con el revelador durante 20 minutos y se enjuaga con agua bidestilada.
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Marcaja doe los anticuerpos.

24) Marcaje con fluoresceina (FITC).

* La proteina se dializa en amortiguador de carbonatos durante 24 hrs (3 cambios).

* Se agregan 0.05mg de isotioclanato de fluoresceina/mg de proteina y se mezclan durante toda la noche
a 4°C,

* Se diallzan durante 24 hrs contra PBS. '

* La relacion F/P se obtiene por la lectura en el espectrofotometro a absorbanclas de 280 y a 495 nm:

Relacion molar =  2.87 X AbS ;4.
Aszao = (0-35 X Ab3495)

La relaclon F/P debe ser entre 2-4,

25) Marcale con ficoeritrina (PE)7*.

Preparacion de PE tlolada.,

* Se agrega R-PE (3.6 mg/ml) 1.2 ml a 600 ul de hidrocloruro de iminotiolano y dejamos incubar a 90
minutos a temperatura amblente.

* Durante la noche se diallza contra amortiguador de fosfato de Na pH 6.8 a 4°C.

* Posterlormente, se dializa durante dos dias contra amortiguador de fosfato de Na pH 7.5 a 4°C,

25) Marcale del anticuerpo con ficoeritrina,

* Se preparan:

- Solucion de hidrocloruro de Iminotiolano 15.5mg/ml

- R-PE 3.6 mg/ml

- Amortiguador de fosfato de Na 126mM pH 6.8

- Amortiguador de fosfato de Na 50mM pH 6.8

- Amortiguador de fosfato de Na 50mM pi4 7.5

- N succinimidil 3-2 plriditio-propionato (SPDP) 1.1mg/mi en etanol

- Anticuerpo (IgG) 4.2 mg/ml en amortiguador de fosfato de Na 50MM pH 7.5
- lodoacetato de Na 80 mM

* Se agregan 700 ul del anticuerpo en amortiguador de fosfato de sodio a 30 ml de SPDP (la relacion molar
de SPDP-IgG deber ser 5.3).

*'Y se incuba 2 horas y media a temperatura ambiente.

* Se agregan a 500 ul de anticuerpo-SPDP, la PE tiolada a concentracion de 1.7 mg/mi en el mismo
amortiguador (la relaclon molar debe ser 4.7).

- * Se Incuban 12 hrs a temperatura ambiente.

* Para detener la reaccion se agregan 100 ul de iodoacetato.

Obtencion y preparacion de plaquetas para citometria de fiujo

26) Obtenclon de plaquetas.

* Se obtlenen 10 ml de sangre venosa periferica con EDTA 3% (1:9)

* Para separar el plasma rico en plaquetas se centrifuga a 1800 rpm/10 min,
* El boton plaquetario se lava 3 veces con PBS-EDTA 1mM.

27) Acuvacion plaquetaria.
* Al boton plaquetario se agregan 10 ul cloruro de caicio y posteriormente A23187 20 ul a una
concentrac!on de 15 uM o trombina 20 ul a concentracion de 1U/m! o 20 ul de colagena a una
concentraclon de 2mg/ml.
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* Se Incuba durante 20 minutos a 37°C.
* Se lava con PBS-EDTA.
* Las plaquetas resuspendidas, se fijan con formaldehido al 3% en PBS.

* Las plaquetas en reposo se preparan agregando formaldehido al 3% en PBS despues de los lavados de
separaclon.

28) Marcaje de plaquetas/citometrfa de flujo

* El boton plaquetarlo se resuspende y se agrega B2GPI marcada con fluoresceina o antl-B2GPI
fluoresceinados (20 ul), se incuban por 60 minutos en hielo.

* Se lava con PBS-EDTA frio

* El boton plaquetario se resuspende y se agrega el segundo anticuerpo: anti-GMP 140 (anti-CD62) con
ficoeritrina 20 ul y se incuban por 60 minutos en hielo.

* Se lavan con PBS-EDTA frio. ,

* La lectura de la fluorescencla se realiza en el citometro de flujo®.

VI.ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizaron pruebas no parametricas: U de Mann Whitney, Wilcoxon y r de Spearman,
las comparaciones realizadas con estas pruebas fueron:

* B2GPI en plaquetas de sujetos sanos vs B2GPI en plaquetas de pacientes.

* Union de B2GPI a plaquetas en reposo vs activadas; dobles positivas (B2GPI positivas

+ GMP140 positivas) en ambos grupos.

* Union aFL a plaquetas en reposo vs activadas; dobles positivas (aFL positivas + B2GP!

positivas) en ambas fracciones.

VIl. FINANCIAMIENTO

El proyecto fue financiado por CONACYT a traves del Programa de Apoyo a Proyectos

de Investigacion Cientifica.
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Vill. RESULTADOS

a) Purificacion de la proteina.

Se purificaron on total 8 mg de B2GPI, cuya pureza se probo en un gel de poliacrilamida
con SDS y su reactividad con suero policlonal de conejo anti-B2GPI (figura 1). La proteina
se utilizo para la inmunizacion, estudios de tamizaje, ensayos de inhibicion y marcaje con
fluorescelna. Se mostro la capacidad de la proteina de funcionar como cofactor de aFL:
El suero de un paciente con titulos altos de aFL, se probo con cardiolipina tnicamente en
el ensayo de ELISA sin fuente de B2GP! y posteriormente con CL+ B2GP!, lo cual mostro
como resultado 0.08 y 0.350 DO respeclivamente.
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Figura 1. B2GPI purificada. Gel no reducido de poliacrilamida al 7.5% con SDS y
transferido a papel de nitrocelulosa. 1. Pesos moleculares estandar, 2: Tincion con amido-
negro 3. Inmunoelectrotransferencia utilizando suero policlonal de conejo anti-B2GPI
humana y como segundo anticuerpo anti-lgs de conejo marcado con fosfalasa alcalina.
En el carril 2 se observa una sola banda de aproximadamente 50 kD que corresponde
al peso molecular de 82GPI no reducida. En el carril 3 se corrobora la misma banda de
32GP] segun el ensayo de inmunoelectrotransferencia.
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b) Anticuerpos monaoclonales anti-B2GPI

b.1 Reactividad de los anticuerpos con B2GPl.

Inicialmente se eligieron 50 pozos en los cuales habfa crecimiento celular posterior a la
fusion y se probo su reactividad contra B2GPI, de los 11 que la mostraron se
seleccionaron tres para realizar dilucion limitada (tabla 1).

Pozo anti-lgs anti-lgG anti-igM
T 1A - T.288 0.406 0.097
B 0.234 0.264 0.153
c* 0.476 0.601 0.162
D 0.267 0.307 0.178
E 0.269 0.264 0.131
F* 0.633 0.825 0.139
G* 0.348 0.654 0.080
H 0.215 0.354 0.113
l 0.230 0.281 0.132
J 0.260 0.248 0.192
K 0.210 0.160 0.133

o
araa

Tabla 1. Reactividad anti-B2GP| del sobrenadante de 11 pozos seleccionados.
Los sobrenadantes se probaron sin diluir en un ensayo de ELISA, las cifras muestran los
resultados en densidades opticas.

(*) Seleccionadas para hacer dilucion limitada.

Despues de la dilucion limitada se eligieron 6 hibridomas que se consideraron los optimos
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posterior a que se determino la reactividad de los anticuerpos producidos con CL, FTS,

B2GPI y mezclas de estos (tabla 2); estos fueron los que se mosiro que tenfan menor

reactividad con fosfolipidos por sf solos y mayor con B2GPI, segun se muestra en la tabla,

varios de ellos reaccionaban con el complejo fosfolipidos/B2GPI.

ACM CL FTS B2GPI CL/B2 FTS/B2
B 0075 0.107 0.220 0.208 0.104
6 0.290 0.135 0.131 0.350 0.187
23 0.064 0.096 0.191 0.139 0.090
31 0.126 0.127 0.190 0.146 0.140
34 0.078 0.116 0.164 0.221 0.137
50 0 0.034 0.100 0.051 0.032

e~ y—e——

————

—t—
——

————— it e e

—

Tabla 2. Reactividad de los ACM contra CL, FTS, B2GPI y combinaciones de estos.
L.os sobrenadantes se probaron sin dilulr en un ensayo de ELISA, las cifras muestran los
resultados en densidades opticas.

Se probo la capacidad de los 6 anticuerpos seleccionados de reaccionar con dosis

variables de B2GPI, se logro con todos ellos obtener una

2).

curva dosis respuesta (figura

0.5

0.4

0.3}

0.2~

0.1}-

T
0.007

0.15

0.62

Figura 2, Reactividad de los ACM con dosis variables de B2GPI.
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b.2 Ensayos de inhibicion.
Se realizaron diversos intentos do inhibir la roactividad de los ACM con 2GPI y
B2GPI+CL a dosis variables a pesar de ello, no se obtuvieron curvas de inhibicion.
Cuando se probaron los ACM con B2GP!, a traves de los diversos metodos, se oblienen
curvas dosis-respuesta en la union de antigend-anticuerpo, sin embargo se obtienen
unicamente lineas horizontales en los diversos ensayos de inhibicion. Estos ensayos de
inhibicion se realizaron utilizando la B2GPI tanto en fase liquida (incubacion de ACM anti-
B2GPI y B2GPI en solucion), como en fase solida (ensayos de ELISA e inmunopunto con
densilometria) sin que sg encontraran diferencias con relacion a la respuesta (figuras 3
v 4) DO

| 0.3

0.25 P

0 ' , t .
A B C D E

B2GPl 10 ug/pozo

71 6 %23 31 X34 +50

Figura 3. Curvas de inhibicion de los ACM.

Los anticuerpos se incubaron con dosis decrecientes de 2GPI A:10ug/pozo, B: 2.5
ug/pozo, C:0.62 ug/pozo, D:0.15 ug/pozo y E:0.007 ug/pozo, posteriormente se recogio
el sobrenandante (anticuerpos no unidos) y se probaron por el metodo de ELISA con 10
ug/pozo de B2GPI.
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Figura 4. Inmunopunto representativo de los ensayos de inhibicion.

El ACM 23 se incubo con dosis decrecientes de B2GPI (mismas que en la figura prewa)
En A se muestra de izquierda a derecha el lnmunopunto y abajo de este la grafica de
densitometrfa correspondiente, cada uno de los picos corresponde a la densidad de uno
de los puntos. En B se musestran los resultados del ensayo de inhibicion, inmunopunto
y densitometria correspondiente, al probar el sobrenandante recogido de los pozos de
A y probarlos con B2GP! 10 ug/pozo.

b.3 Reactividad cruzada.

LLos anticuerpos se probaron para determinar su reactividad con otros fosfolipidos tanto
anionicos como neutros asf como la reactividad contra DNA de doble cadena y heparina.
No se encontro reactividad con otros fosfolipidos anionicos (FT1 'y AF), ni con fosfolipidos
neutros (FTC y FE) y DNA dc. En cuatro de ellos se mostro reactividad con heparina
(tabla 3).
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ACM FTI AF FTC FE DNAdc Heparina

#

1 0 0.04 0.08 0.06 0 0.03
6 0 0 0.06 0.04 0 0.20
23 0 0.08 0.001 0 0 0.17
31 0 0 0.01 0 0 0.007
34 0 0 0.02 0 0.01 0.253
50 0 0 0 0.012 0 0.137

——
——

Tabla 3. Reactividad de los ACM con otros fosfolipidos, DNAdc y heparina.
L.as cifras muestran los resultados en densidades opticas.

b.5 Isotipos y cadenas ligeras de ACM
Los 6 anticuerpos que se seleccionaron son isotipo lgG2b, todos ellos con cadenas
ligeras kappa.

¢) Union de aFL a plaquetas utilizando diversos agonistas.

~ Se utilizaron aFL purificados de pacientes con SAFP y plaquetas en reposo y activadas
con diversos agonistas, provenientes de sujetos sanos. A las plaquetas se agregaron
los aFL marcados con fluorescelna en presencia de B2GP| y se determino su capacidad
de union a las mismas por citometrfa de flujo. Simultaneamente se utilizo como marcador
de activacion el anticuerpo monoclonal antiGMP140 o anti-CD62 marcado con ficoeritrina
(tabla 4). Se mostro que los aFL-B2GP| se unen mas a plaquetas activadas con los
diversos agonistas que, a plaquetas en reposo (22-31% vs 8.2% respectivamente). Dicha
union tiene pocas variaciones con los diversos agonistas que se ulilizaron, aunque la
mayor union de aFL fue a las plaquetas que se activaron con trombina por si sola o con
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trombina + A23187. Aunque se encontro una diferencia clara entre el porcentaje de union
de anti-GMP140 a plaquetas en reposo y activadas (2.52% vs 16-49.7%), el grado de
expresion de este marcador de activacion fue variable con los diversos agonistas.
Posteriormente, se evaluo si la union de aFL a plaquetas activadas estaba dada por la
presencia de B2GP| en el ensayo y si la proteina era capaz por sl sola de unirse a
plaquetas activadas; se encontro que los aFL por sl solos se unieron a plaguetas
activadas pero que, dicha union fue mayor cuando se agrego B2GP! no marcada al
ensayo. La B2GPI se unio por sf sola a plaquctas activadas (figura 5).

- s
et —

Agonista aFL Intervalo aGMP140 Intervalo
Ninguno 8.24 4.9-11.5 2.52 2.4-2.6
Trombina 31.41 10.2-61.2 49.7 35.7-64.4
Colagena 23.49 6.8-34.7 29.3 10.3-48.4
A23187 22.39 20.5-24.3 46.3 28.3-64

Trombina + 26.5 20.3-30.9 33.3 22.1-44.5
colagena

Trombina + 30.74 10.9-50.5 16.7 10.8-22.7
A23187

Colagena + 25.58 20.6-30.5 33.6 15.3-51.6
A23187

i ———
i —— —

Tabla 4. Union de aFL (en presencia de 82GPl) y aGMP 140 a plaquetas activadas
utilizando diversos agonistas.

Los ensayos se hicieron por citometria de flujo, los valores representan la mediana del
porcentaje de fluorescencia.
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Figura 5. Union de aFL FITC, aFL FITC en presencia de B2GPl y de B2GPI FITC a
plaquetas en reposo y activadas.
Los resultados muestran las medianas de los diversos ensayos.

d) Union de B2GPI marcada a plaquetas.

Se determino si la union de B2GPI a plaquetas activadas era similar cuando se usaron
‘plaquetas de sujetos sanos y plaquetas de pacientes con SAF y si las plaquetas de los
pacientes respondfan de la misma manera a la activacion con agonistas. Una vez mas
se encontro mayor union de B2GP| a plaquetas activadas que a plaquetas en reposo sin
embargo no se encontraron dilerencias en el comportamiento de las plaquetas de
controles vs plaquetas de pacientes con SAF. El porcentaje de posilividad para GMP140
se encontro diferente en plaquetas estimuladas con los diversos agonistas, que en
plaquetas no estimuladas, comprobando que efectivamente las primeras estaban
activadas. Se encontro correlacion positiva alta entre la union de 82GPI a plaquetas y la
expresién del marcador de activacion en los sujetos sanos (r=0.933) y menor (r=0.672)
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cuando se usaron las plaquelas de los pacientes (tabla 5, figura 6).

Plaquetas Controles Pacientes Total(g)
Reposo + 1.17 1.46 1.26
B2GPI FITC 0.72 - 2.05 0.63 - 6.24 0.63 - 6.24
Activadas + 25.5 32.15 31.5
B2GPI FITC 11.7 - 46.3 18.3 - 46.5 11.7 - 46.5
Reposo + 3.56 1.95 2.7
aGMP140 PE 146 - 26.7 1-31 - 45.94 1.31 - 459
Activadas + 42.8 59.5 56.0
aGMP140 PE 27 - 68.05 31.8-779 27 -77.9

S ———————— e o P Py e
e ————— N nietd b

Tabla 5. Union de B2GPI FITC a plaquetas en reposo y activadas de controles y
pacientes con SAF.

* Total: Controles + pacientes.

Los numeros representan la mediana del porcentaje de fluorescencia, entre parentesis se
muestran los intervalos.

Controles: 82GPI reposo vs 32GPI activadas p=0.003, aGMP140 reposo vs aGMP140
activadas p=0.003.

Pacientes: B2GPI reposo vs 82GP| activadas p=0.0004, aGMP140 reposo vs aGMP140
activadas p=0.0004.

Total: B2GPI reposo vs 2 GPI activadas p=0.0000009, aGMP140 reposo vs aGMP140
activadas p=0.0000009. Las comparaciones se hicieron con prueba de Wilcoxon.

r Spearman: B2GPI activadas y aGMP140 activadas en controles 0.933, 32GP| activadas
y aGMP140 activadas en el grupo total 0.672, las otras correlaciones fueron <0.31.
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~ Figura 6. Union de B2GPI FITC y aGMP 140 PE a plaquetas de un sujeto control y un
paciente. Citometria de flujo representativa.

e) Union de anti-B2GPI marcados a plaquetas.

Probamos si existia mayor cantidad de B2GP! ex vivo unida a membrana plaquetaria de
sujetos sanos y de pacientes con SAF primario y secundario, lo cual nos hablarfa que en
los pacientes hay activacion plaquetaria in vivo y union de B2GP! a la membrana
plaquetaria. Para ello agregamos los ACM marcados a plaquetas de los pacientes y a
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plaquetas de controles sanos. No encontramos diferencias claras entre ambos grupos.™ o o
Tampoco hubo diferencias cuando los pacientes estaban con un evento trombotico
reciente al compararlos con los pacientes con historia de trombosis (tabla 6 y figura 7).

% fluorescencia
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Figura 7. B2GPI en la membrana plaquetaria de pacientes con SAF y controles

$anos.
Los puntos representan el porcentaje de union del ACM anti-82GP| marcado a plaquetas.

Cada punto representa a un paciente o un sujeto control. * Pacientes con evento
trombotico reciente.



q
W e

Pacientes Manifestaciones clinicas
Expresion en plaquetas

——

SAFP  Sexo/ TV PFR TCP AH LR B2GPI% GMP140
edad %
1 F/27 X X 7.13 1.89
2 F/a3 X X 15.31 2.00
3 F/25 X X 5.81 1.42
4 F/a1 X X 11.01 1.34
5 31 X X X 6.21 1,56
6 F/27 X X 4.88 0.29
7 F/32 X X .53 34.9
LEG+
SAF
1 F!33 X X 7.06 41.96
2 F/37 X X X 1959  45.94
3 F/26 X X 2.78 1,34
4 F/30 X X 2.70 17.88
5 F/53 X X 6.88 1.31
6 F/33 X X 395 6.€
7 &/27 X X 2 14 T 02
e £/23 X X x 771 16
9 M/4E X X 1.23 &
10 F/35 X X 1.70 4.83
11 F/25 X X X 1.86 233
12 F/26 X X 5.74 3.97
13 F/32 X X X 3.65 C =7
14c F 35 X X X 4 56 33
15; £/30 X X 6.8 2.53
165 F/36 X X 43 3.2

Tabla 6 Caracterizacion clinica de los pacientes incluides Tr\' Trombosis vencsas de recetizion.

=FR Fethzg R recurrente, TCP: Tromzzanopenia, LR: Lroeac reboulans A—~ Anema hemz iz
BIU T

.3, Faowenies con evento trombotico rez o -ce

-2s oftes oe E257 v GMF14S repress-tz- g porceniaje os Tuorestencia g7 0S eSW30s 08
snmeme el
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IX. DISCUSION
Nuestros resullados muestran que ia B2GPI se une preferentemente a la membrana de

plaquetas activadas y ello es determinante en la union de aFL a las mismas.

En 1980 Schoushoe '*® valoro la union de B2GPiI marcada a plaquetas lavadas
estimuladas con trombina sin embargo, no determino el estado de activacion plaquetaria
ni el uso de otros agonistas, la misma autora en estudios posteriores demostro que la
union de la B2GP! a plaquetas se relaciona con la actividad de adenilato ciclasa (lo cual
es un dato indirecto de activacion) e inhibe la activacion por contacts '€, Nimpf en 1986
reporto la inhibicion de la actividad de protrombinasa de plaquetas activadas al agregarles
B2GP! % . Hasta la fecha, no habfa sido reportado la union de la proteina a membrana

plaquetaria por citometria de flujo ni valorando estrictamente que dichas plaquetas se

encuentren acti.ajas.

Mostramos mayor union de aFL a plaquetas activadas que a plaquelas en reposo en
presencia de B2GPI, sin embargo tambien hay una proporcion de aFL que se unen de la
misma manera pero en ausencia de 82GP!.

La union de aFL a plaquetas ha sido valorada antesriormente por varios autores, sin
embargo los resultados previos son contradictonos por varias razones: a) aFL utilizados.
Algunos autores utilizaron aCL. humanos, otros aFL monoclonales, anticuerpos murinos
y/0 humanos, sueros aFL positivos y rara vez anticuerpos purificados. anticuerpos con
actividad de anticoagulante lupico no siempre otiznidos de pacientes con SAF . bj

Estado de las plaguetas. Algunos trabajos se realizaron con plaguetas lavadas, ¢
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activadas con diversos agonistas, en la mayor parte de los trabajos utilizaron trombina
sola 0 en combinacion con colagena y en un estudio ademas fibronectina . ¢) Valoracion
de la activacion. Los datos son variables y se han realizado desde estudios morfologicos
por microscopia electronica, valoracion por citometria de fiujo al igual que nosotros, hasta
estudios funcionales como agregometrias como medida indirecta de activacion
plaquetaria.

Algunos autores incluso han propuesto que los aFL se unen a plaquetas en “reposo” y
que son un estimulo para fa activacion plaquetaria pero no valoraron si las plaquetas en
reposo efectivamente lo estaban, ya que se sabe que el manejo del laboratorio como la
centrifugacion y los lavados son capaces de activarias. En dichos estudios hechos en su
mayor parte antes de 1992. no se evaluo una fuente exogena de B2GPi en los ensayos
45,46,51.111.122‘

Nosotros determinamos el estado de activacion o reposc de las plaquetas mediante la

expresion de GMP140 (CD62 ¥, |a cual se considera un parametro adecuado de

activacion.

Los aFL utilizados los obtuvimos del plasma de pacientes con SAFP que tenlan en ese
momento titulos altos de aFL por ELISA, debido a lo reportado anteriormente en estos
pacientes, era de esperarse que entre los anticuerpos purificados hubiera una mayor

proporcion de aFL que reconocen el complejo aFL-82GPI =

La)
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Los aFL son una gran familia heterogenea de anticuerpos que pueden coexistir en un
mismo paciente, aunque tiende a predominar anticuerpos de alguna reaclividad,
podemos encontrar anticuerpos que reaccionan con CL, con actividad de anticoagulante
lupico, con otras reactividades ya sea con otros fosfolipidos anionicos o con fosfolipidos
neutros y que requieren o no de la presencia de cofactores para su reactividad ya sea

B2GP!, protrombina o tal vez otros 4 '3%461.77125 737

Nuestros resultados confirmar que los aFL purificados de pacientes con SAFP
reaccionaron predominantemente con FLs anionicos de las plaquetas activadas en
presencia de 82GPI. En un trabajo previo los autores evaluaron el efecto de aFL y 32GPI
al agregarios a plaquetas y microvesiculas estimuladas con A23187, el efecto lo
determinaron por la capacidad de los aFL para prolongar los tiempos de coagulacion;
definieron dos tipos de aFL como A y B, los primeros con cagacidad de prolongar los
tiempos de coagulacion en presencia de B2GP!I. a diferencia de los aFL tipo B *°, estos

ultimos son aFL "puros”, al parecer los mismos que encontramos en nuestro trabajo.

Determinamos directamente la union de los aFL a la membrana plaquetaria y su
dependencia de B2GP!, sin saber la repercusion de ello desde el punto de vista funcional.
En 1993, Shi reporto que los aClL marcados con 2| se unian preferentemente a
plaquetas activadas con trombina en presencia de B2GPI y que los anticuerpos con
actividad de ACL tambien marcados se unian tambien a plaquetas activadas sin necesidad

de la B2GP: ademas de que dicha union no tenia repercusiones funcionales

tad
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especfficamente sobre la liberacion de serotonina/tromboglobulina y sobre la agregacion

plaquetaria ',

En nuestro trabajo una pequena proporcion de aFL que reacciono con plaquetas
activadas (FLs anionicos) en ausencia de B2GPI exogena, lo cual podria explicarse al
menos de 3 maneras; a) La presenciz en estos pacientes de aFL "autenticos” de isotipe
IgG que reconocen FLs anionicos. b) La union de aFL a plaquetas a traves de Fc, ya que
se ha mostrado () que al momento de activacion plaquetaria aumenta el nimero de
receptores Fc; esta posibilidad no parece ser la causa, ya que ai agregar un anticuerpo
irrelevante (anti-CD3) marcado a plaquetas activadas y en reposo no encontramos
diferencia entre estas (datos no mostrados). ¢) La B2GPI podria estar unida a la
membrana plaquetaria in vive y los aFL dirigidos contra 82GPI-FLs podrian pues
interactuar con el complejo sin necesidad de agregar B2GPi exogena sin embargo, como

comentaremos posteriormente, no encontramos mayor cantidad de 82GPI urwda ex vivo

a membrana plaquetaria.

El uso de A23187 + trombina como agonistas es el estimulo mas importante para la
expresion de fosfolipidos anionicos, particularmente FTS en la superficie externa de las
plaquetas y para la formacion de microvesiculas ricas tambien en FTS, ambas superficies
anionicas tienen actividad de protrombinasa, son por tanto superficies procoagulantes a

las cuales se une con facilidad la B2GP| '24%121% y on presencia de esta los aFL.
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Nuestro estudio no valoro esta actividad de protrombinasa pero a traves de citometria de
flujo mostrarnos la union de ambos a plaquelas activadas con estos agonistas y aunque
no valoramos la union a microvesiculas es esperable que suceda lo mismo, de tal manera
que:

Fisiologicamente, las plaquetas circulantes que reciben el estimulo suficiente generan
superficies procoagulantes en las plaquetas y microvesiculas. la 82GP! se une a estas
superficies para neutralizar el efecto procoagulante pero' en presencia de aFL estos
pueden interactuar con los FLs-B2GPI inhibiendo o favoreciendo la actividad
anticoagulante de la B2GPI, o sin ningun efecto directo pero favoreciendo la destruccion

plaquetaria en el bazo y por tanto tal vez asociados con la trombocitopenia que se

observa en estos pacientes.

Los anticuerpos anti-B2GP! puros. se unen a la proteina y probablemente impden su

actividad como anticoagulante natural.

Recientemente se describio la asociacion de anticuerpos anti-82GP! con fenomenos
tromboticos en pacientes con SAF, éstos anticuerpos son anticuerpos dirigidos Unicamente
contra la proteina, en general sin reactividad con FLs y que podrian definitivamente estar
mas directamente relacionados que los aFL solos o aFL-B2GP! en la patogenia de los

eventos tromboticos que caracterizan al SAF 2109110132

En condiciones fisiologicas en un sujeto se encuentran plaquetas en reposo y B2GPI

circulantes. los pacientes con SAF tienen ademas aFL en el suerc, en el moments en que
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hay un estimulo suficiente para la activacion plaquelaria (por ejemplo: dano endotelial),
se desencadena el mecanismo plaquetas activadas-union de B2GPI-union aFL. Por lo
anlerior, decidimos estudiar si en pacientes con SAFF se encuentra un mayor porcentaje
de plaquetas activadas "ex vivo" y mayor cantidad de 82GPI unida a la membrana de las

mismas a traves de citometria de flujo y utilizando anticuerpos monoclonales anti-B2GPI.

Sin embargo, no encontramos mayor numero de plaquetas activadas ni mayor cantidad
de B2GP! unida a ellas en los pacientes con SAF al compararios con un grupo de sujetos
sanos, incluso cuando estudiamos pacientes con fenomenos tromboticos agudos.

Es posible, como se menciono anteriormente, que las plaquetas activadas a las cuales
se unen rapidamente la B2GP! (y los aFL) sean rapidamente eliminadas de la circulacion
durante su paso a fraves del bazo, sin embargo eso no puede mostrarse por el
momento. Otra posibilidad es que dicho evento no sea el determinante para la presencia
de trombosis. Por etra parte, sabermos que ka 82GPI no es el unico anticoagulante natural,
ni el unico cofactor de los aFL, que los pacientes descritos con deficiencia casi completa
de la B2GPI son asintomaticos, que los pacientes con SAF y LEG tienen otros
mecanismos asociados y no con aFL que pueden ocasionar trombosis y
trombocitopenia. Por lo tanto es aun dificil determinar el valor exacto que tiene la

interaccion de B2GPl-aFL-plaguetas para explicar las manifestaciones clinicas de estos

paciemesm,w,ra,ao,genm »112,113,114,130

La gran afinidad de la B2GP!| por fesfolipidos de membrana se muestra una vez mas
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cuando al igual que nosotros, diversos autores **'® han inmunizado ratones con la
proteina pura y han obtenido anticuerpos con capacidad de reaccionar en forma variable
con la proteina y fosfolipidos anionicos. Aunque son varias las posibles explicaciones,
se ha probado si las proteinas con que se inmunizan fos ratones tiene rastros de FLs,
si existe dilerencia utilizando otros adyuvantes que no tengan FLs y el resultado ha sido
el mismo, al parecer la proteina inyectada se une rapidamente a la membrana de las

celulas y la respuesta inmune se desencadena contra ambas como un modelo de

acarreador-hapteno "%,

Los ACM que obtuvimos tuvieron reactividad contra la 82GPI sin embargo, no nos fue
posible obtener curvas de inhibicion cuando se utilizo la proteina por si sola ni con
fosfolipidos, tanto en ensayos de inhibicion en fase liquida como en fase solida. Esto ya
ha sidc reportado por diversos autores los cuales no han podido inhibir kos anticuerpos
utilizando la proteina en fase liquida y recientemente se reporto inhibicion al preincubar la
proteina con micelas de fosfolipidos, lo cual probablemente indique que para algunos
anticuerpos aB2GPI se requiera no solo la presencia de arnbos (32GPI-FLs), sino que es

importante el estado fisico de los FLs 3411°,

Hay en los pacientes con SAF un gran numero de factores in vivo que estan
interrelacionados constantemente: B2GP! circulante, plaquetas en reposo, endotelio

integro. anbcuerpos al2GPI, aFL/B2GPI, aFL, anti-protrombina y otros. probablemente
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en algun momento este equilibrio se pierde, al parecer por un evento aun no determinado
que activa a las plaquelas las cuales responden de manera normal, nuestros resultados
muestran que las plaquetas de nuestros pacientes se comportan al igual que las de los

sanos ante diversos agonistas y en cuanto a la translocacion de fosfolipidos de

membrana.

Dado este panorama, parece claro que la B2GPl se une a plaquetas activadas
especificamente cuando hay mayor expresion de FTS. La interrelacion plaquetas activadas
B2GPI-aFL podria tener efecto anticoagulante, procoagulante o ningun efecto directo, es
posible que la union de B2GP! y aFL a plaquetas activadas favorezea su destruccion
posterior, ya que no pueden encontrarse en la circulacion durante el evento trombotico
agudo y finalmente no esta aun bien definido si la interaccion de estos factores sea

determinante en kas manifestaciones clinicas que presentan los pacientes con SAF.
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ANEXO I.

Soluciones y amortiguadores utilizados.

Amortiguador de tanque 10X

144.2g glicina

30.3g trisma base

10 ¢ SOS

Disolver en 800 ml de agua bioestilade
Aforar 8 un litro

Aimacenar 8 temperatura amoente

El pH debe ser 8.3, sin necesidad de ajuste

Amortiguador de muestras

2.5 mi de Tris-HC! pH 8.8, 1.25M
1.0g SOS

2.5 mi 2 mercaptoetanol

5.8 mi glicerol (87%)

§ mg bromofenol

35 mi agua bidestilada

Agitar hasta que 9e hayan disueltc.
Aforar @ 50mi, almacenar 8 -20%C

Amortiguador tris pH 6.8, 1.25M
37 8 g Trisma base

Disoiver en 150 ml agua bidestilada
Ajustar a pH 6.8 con HCI 6N
Almacenar a 4*C

Amortiguador trs pH 8.8, 1.675M

6.6 g Trisms base

Disolver en 150 m! de agus bidestilada
Ajustar a pH 8.8 con HCI 5N
Almacenar 8 4*C.

Solucion de acrilamida stock

29.1 g ecrilamida

0.8 g NN metil-bisacrilamida
Disolver en 60m! de agua bldestilada
Aforar & 100 ml

Guardar 8 4°C, cubierto de 18 luz.

SDS 10%

10 g SOS

Disolver en 85 ml de agus bidestilada
Aforer 8 100 m!

Almacenar a temperatura ambiente

Persulfato de amonio al 10%

0.5 g de Persulfato de amonio
Disolver en 4 mi de sgua bidestilada
Aforar 8 5 ml,

Almacenar 8 43C

Tincior de cobre
2568 g Cloruro de cobre
50 mi de agua bidestilada
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Amortiguador de transferencia

20 % Metanol 800 ml
0.182 M glicing 43249
0.025 M Tris-base 8.08 g
Disobver

Aforar a 3 litros con egua bidstilada
Guardar a 4°C, no requiere ajuste de pH

Revelador

Tris buffer 0.05M pH 8.8
Naftol AS-MX fosfato 1mg/ml
FastRed TR satt  2mg/ml

Medio suplementado

RPM!

Suero bovino fetal libre de gammaglobulinas al 10%
Penincilina-estreptomicinag 1%

Glutaminge 1%.

B-mercaptoetanol 1.2%

Mezcia de congelacion
RPMI

Suerv bovino fetal 10%
DMSC 10%

Medio suplementado + Anfotericina B
RPMI supiementado
Anfotericinag B 0.25 pg/ml.

HAT

RPMI

Suero bovino fetal 10%
B-mercagtoetana! 1.2%
Penincilina-estreptomicing 1%
Giutamina 1%

Hipoxartina 0.1 mM

Timidina 0.016 mM

Aminoptering 0.4 M

Amortiguador de boratos 4X
Acido boricn 3.1 g
Borato de Na 1.86g

NaCl 6859

H,0 dd 250 ml

PBS-EDTA 1mM

Solucion de boratos &X.
3.1 g ecido borico
1.86g borato de sodio
6.84g NaCl

250 m! agua bldestilada

Solucion de glicina 0.05M pH 2.85

Coiumna de sefarosa-proteina A ,
Resuspender sefarosa 4B activada en boratos 1X toda Is noche con agitacion
Un gramo de sefarosa 4B ds alrededor de 3.5ml

Lavar 2 veces con boratos 1X a 400 rpm

Agregar el anticuerpe (Amg/mi de sefarosa 48)
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Agltar toda la noche a 4°C

Hacer la columna y correr con boratos

Medir DO del elufdo para comoborar la union de! anticuerpo.

Agregar a la columna con 300 mi de glicina 0.05M en solucion de boratos 1X (no ajustar pH)
Correr la columna con 200 mi de solucion de borstos

Anadi & la columna con 4 volumenes de glicina 0.05M pH 2.85 en agua bidestilada.

Lavar finalmente con solucion de boratos 1X.

Amortiguador de dietanolamina.
Dietanolamina 10%

MgCl, 0.0005M

pHB.8

Amortiguador de carbonatos.
Carbonato de Na 0.25M

NaCl C1 M

pH B

lonofore de calcio: 1umol/l, CaCl2 3mmol/l
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