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Resumen

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SaF) se caracterizan por la presencia
de manifestaciones trombéticas y hemocitopénicas asociadas a la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos (aFL), particularmente aquellos que reconocen a la
B=glicoproteina-l (aB>GP-I), lo cual muestra la importante participacién de ésta
proteina en los efectos patogénicos del SaF. En el presente trabajo mostramos la
caracterizacion inmunoquimica y molecular de dos clonas de anticuerpos en
fragmento variable de cadena sencilia (ScFv) y su capacidad patogénica en un
modelo murino del SaF. De una genoteca de rearreglos Vu(D)Jn y ViJL obtuvimos
dos clonas en formato ScFv denominadas C3 y C8. La clona C3 reconoce B,GP-,
complejo cardiolipina (CL)-B.GP-l, fosfatidilserina (FTS), fosfatidilglicerol (FTG), y
DNA de cadena doble y tiene baja reactividad contra CL. La clona C8 reconoce
B2GP-I, compiejo CL8.GP-l y tiene baja reactividad contra FTS, FTG y CL. En el
modelo murino el 20% de las ratonas del grupo inoculado con la clona C3
presentd resorcion fetal, titulos altos de anticuerpos anti-CL y tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa) prolongado. El grupo inoculado con la
clona C8 mostrd TTPa prolongado. Los sueros de las ratonas inoculados con la
clona C3 presentaron incremento de las citocinas IL-2 e IL6, en tanto que
aquellas inoculadas con la clona C8 presentaron incremento de GM-CSF, MCP-1
y TNF-o.. El andlisis molecular de los re-arreglos mostré que ambas clonas son
producto del segmento V| 1b.366F5/DPL5... + y del segmento JL3b. En ninguna de
las clonas identificamos re-arreglos de cadenas Vy. El analisis estadistico de las
secuencias de los re-arreglos mostré que las mutaciones en los CDR2 y CDR3
son dingidas por antigeno. En conclusion, fos nuestros resultados muestran que
las clonas C3 y C8 tienen caracteristicas inmunoquimicas de anticuerpos
patogenicos. En el modelo murino, dichas clonas indujeron el desarrollo de
manifestaciones clinicas del SaF y los genes V, 1b.366F5/DPL5...+ y JL3b juegan
un papel importante en el reconocimiento de la R,GP-|.




Abstract

Anti-phospholipid antibody syndrome (APS) is an autoimmune disease
characterized by thrombotic and haemocitopenic manifestations associated with
high titers of circulating anti-phospholipid antibedies, specifically those that
recognize [Bglycoproteina-l (aB.GP-l). This suggests the important role of this
protein in the development of the clinical manifestation of the syndrome. In the
present work we studied the immunochemical and molecular characterization of
two single-chains of variable region (ScFv) clones and its pathogenic cépacity ina
mouse model of APS. We obtained two clones of gene rearrangements V4(D)Jy
and ViJ. in ScFv format (C3 y C8) from a patient with primary APS. Clone C3
reacted against B.GP-l, cardiolipin8.GP-I complex, phosphatidylserine (PTS),
phosphatidylglicerol (PTG), dsDNA, and it has low affinity against CL. Clone C8
reacted against .GP-I, CL3,GP-1 complex and it has low reactivity against PTS,
PTG and CL. Twenty percent of mice inoculated with clone C3 developed fetal
resorption, high titers of anti-CL antibodies and prolonged activated partial
thromboplastin time (aPTT). Mice inoculated with the clone C8 also developed
prolonged aPTT. Mice inoculated with clone C3 showed high serum levels of IL-2
and IL-6, and those from mice inoculated with clone C8 showed increased levels of
GM-CSF, MCP-1 and TNF-«. Molecular analysis of gene rearrangements showed
that both clones are assembled from the germline components V.
1b.366F5/DPLS...+ and JL3b. Vy rearrangements were not identified. Statistical
analysis of the sequences showed that the mutations iocalized at CDR2 and CDR3
were antigen driven. In conclusion, our results show that clones C3 and C8 have
immunochemical characteristics of pathogenic autoantibodies. in the murine
model, such clones induced clinical manifestations of the APS. The V.
1b.366F5/DPLS...+ and JL3b genes play an important role in the interaction with
the B,GP-I.




1. Generalidades
1.1. Historia

En 1906, Wasserman identificé sueros de pacientes con sifilis que
reaccionaban con extractos de tejido de pacientes con sifilis. Desde su
descripcion, a la prueba se le denomind con el nombre de “prueba de reagina de
Wassermann”, la reaccion fue originalmente atribuida a la presencia de
anticuerpos que reaccionan contra epitopes derivados del Treponema pallidum.
Posteriormente se obtuvieron resultados similares utilizando tejido de sujetos
~ sanos y de animales. En 1941 Pangbom aislo por primera vez, a partir del corazén
de temera, uno de los componentes de fa prueba de reagina, la cardiolipina
(difosfatidilglicerol; CL) (Levine y cols., 2002). La combinacion de CL, lecitina y
colesterol forman la base de la prueba para la deteccion de la reagina en
pacientes con sifilis, prueba a la que se le conoce como VDRL (del Inglés veneral
disease research laboratory). En 1952, Moore y Mohr identificaron que en ciertas
circunstancias la prueba de sifilis puede dar falsos positivos, como en el caso de
infecciones virales agudas, vacunacién con particulas virales y en respuestas
autoinmunes. En ese mismo afio Conley y Hartman reportaron dos casos de
pacientes que presentaban desordenes hemorragicos con tiempos de protrombina
prolongados, y ademas daban VDRL falso positivo. A este fendmeno
posteriormente se le denomind “anticoagulante IUpico” (AL) (Feinstein y col.,
1972). E! AL es detectado, debidoc a que cuando esta presente, induce
prolongacion de los tiempos de coagulacion de las pruebas dependientes de
fosfolipidos in vitro y también es el causante de los resuitados falsos positivos en
pacientes que no padecen sifilis. Desde su identificacién el AL se asocid con
trombosis. |

Ocho afios méas tarde Harmis y cols. describieron la técnica del
radioinmunoensayo, que permitio la deteccion de anticuerpos anti-CL (aCL) (Harris

y cols., 1983) vy 'posteriormente ellos mismos estandarizaron el ensayo
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iInmunoenzimatico ‘ELISA” (Hamis y cols., 1988). En 1999 Alarcén y cols.
publicaron una propuesta para los criterios de clasificacion de pacientes que
presentan manifestaciones clinicas y datos de laboratorio del sindrome de
antifosfolipidos, ademas no presentan manifestaciones clinicas de otras
enfermedades autoinmunes, principalmente lupus eritematoso g¢eneralizado
(LEG), ésta entidad clinica fue definida como ‘“sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos primario” (SaFP) y asi poderla diferenciar del “sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos secundario o asociado” (SaFS) donde se presentan

manifestaciones de! SaF y manifestaciones del LEG (Alarcén-Segovia y col., 1989)
1.2. Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SaF)

El SaF es una enfermedad autoinmune, que combina mditiples
anormalidades inmunologicas, una de las mas importantes y que es a su vez la
mas estudiada es la presencia de anticuerpos antifosfolipidos (aFL), los cuales se
han asociado con trombosis venosas y/o arteriales y a la pérdida fetal recurrente
(Wilson y cols., 1989). La asociacion de manifestaciones clinicas con la presencia
de titulos altos de aFL circulantes ha ido aumentando conforme se describen mas
casos de SaF. Aunado a esto, se han descrito variantes primarias y secundarias
del sindrome (Hanly, 2003). Las oclusiones de arterias y/o venas afectan todos los
6rganos con un amplio espectro de manifestaciones clinicas (Tektonidou, 2004),

las cuales incluyen:

e Sistema nervioso central: Isquemia cerebral (35% de casos asociada con
trombosis arterial), trombosis venosa en el sinus, migrafia, mielopatia
transversa, trombosis venosa en retina, sintomas similares a esclerosis
multiple y psicosis.

o Cardiacas: enfermedad valvular (mas comdnmente regurgitacion mitral),

enfermedad de arteria coronaria, cardiomiopatia y trombosis intracardiaca.
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* Enfermedad vascular: trombosis recurrente venosa y/o arterial.

e Pulmonares: embolia pulmonar, hipertensién pulmonar, hemorragia

puimonar intra-alveolar, sindrome de diestres, alveolitis fibrosa.

e Renales: trombosis arterial y/o venosa, trombosis de arterias pequefias y

glomerulares y atrofia cortical.
¢ Endocrinos: Enfermedad de Addison e hipopituitarismo.

* Hematologicas: Trombocitopenia, anemia hemolitica autoinmune vy

sangrado {muy poco frecuente).

e Gastrointestinales: Necrosis esofagica, isquemia intestinal y necrosis

hepatica.

» Demmatologicas: livedo reticularis, ulceraciones, infarto, necrosis cutanea,
gangrena digital y petequias. '

» Obstétricas: pérdida fetal recurrente, preclampsia, parto prematuro o

producto no vivo.
1.3. Anticuerpos antifosfolipidos (aFL)

Los aFL son inmunoglobulinas de isotipo IgG, IgM e IgA gue reaccionan
contra fosfolipidos (FL) yfo proteinas plasméticas que se unen a FL. La deteccién
de los aFL en el laboratorio se realiza por inmunoensayos y pruebas de
coagulacion (vg. TP, TTPa, TKC y TVVR). Los aFL principalmente asociados al
SaF son: a) los anticuerpos aCL o anticuerpos contra otros fosfolipidos de carga
negativa (vg. fosfatidilserina, fosfatidilinositol, 4c. fosfatidico y fosfatidilglicerol); b)

el AL que son anticuerpos antifosfolipidos que inhiben la activacion del factor V
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debido a que interactian con los fosfolipidos impidiendo la generacion de
trombina. Paraddjicamente, el AL induce in vivo un estado pro-coagulante; y c) los
anticuerpos que reconocen a la g,GP-I. Titulos altos de anticuerpos anti-B,GP-I se
asocian con mayor fuerza a los procesos trombéticos que los aCL en pacientes

con SaF.
1.4. Anticoagulante IUpico

El AL son inmuncglobulinas de isctipo 1gG, IgM e igA que interfieren con las
pruebas de coagulacion in vitro dependientes de fosfolipidos (tiempo de
protrombina [TP], tiempo de tromboplastina parcial activada [TTPa], tiempo de
coagulacién activada por Kaolin [TCK] y tiempo de veneno de vibora Russell
[TVVR], Triplett, 1994). La primera evidencia de ia relevancia del AL fue reportada
en 1963 cuando Bowie y cols. describieron la presencia de AL en cuatro pacientes
con LEG, estos pacientes ademés presentaron trombosis y prueba de VDRL falso-
positivo, condiciones que se asocian a la presencia del SaF (Bowie y cols., 1963).
Tres afios después Nilsson y cols. describieron la asociacién entre AL y abortos
espontaneos recurrentes (Nilsson y cols., 1975).

Anteriormente, se reportaron algunos subtipos de AL de acuerdo al
comportamiento de inhibicion del coagulo en TCK (Exner y cols., 1978). Después
de la identificacion de la B.GP-I como “cofécton” y de los anticuerpos aCL
detectados en fase solida, Oosting y Roubey demostraron en el mismo afio que
algunos AlLs dependen también de la B,GP-l para ejercer sﬁ actividad
anticoagulante, estableciendo asi que la B,GP-l es uno de los principales
“cofactores” del AL (Oosting y cols., 1992; Roubey y cols., 1992). En 1991, Bevers
describid la importancia protrombina (PT) en la reactividad de algunos ALs (Bevers
y cols., 1991). Posteriormente, QOosting demostré que el AL inhibe la actividad de
protrombinasa que poseen células endotelial por la unién de la fraccién IgG del

AL. Dicha fraccion 1gG se une al complejo protrombina-fosfolipido identificandose
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a la protrombina como otro “cofactor” de los aFL especificamente aquellos con
actividad de AL (Oosting y cols., 1993).

Actualmente, es posible diferenciar la actividad del AL dependiente de la
B2GP-l y la dependiente de protrombina, esto debido a que al adicionar un
neutralizante de CL se inhibe la actividad de AL dependiente de B,GP-I, lo cual no
ocurre con la actividad de AL dependiente de protrombina en ensayos de TTPa.
Estas observaciones son razonables, debido a que la $,GP-| se une a la CL. Pero,
el sitio de unidn de la protrombina es especifico para la FTS (Amengual y cols.,
2004). Otfro “cofactor” importante del AL es la anexina V. La anexina V fue
descubierta inicialmente como un anticoagulante in vitro (Reuterlingsperger y cols.,
1885), el cual se une a fosfolipidos anidnicos y plaquetas activadas (Thiagarajan y
col., 1990 y 1991; Tait y col,, 1992). Rauch en 1998 reporté gue el suero de
algunos pacientes con AL son capaces de reconocer a fa anexina V cuando esta
unida a FLs (Rauch y cols. 1998).

1.5. B2GP-1 y anticuerpos anti-g.GP-!

Los aFL presentes en pacientes con SaF requieren de ciertas proteinas, las
cuales se unen a FL como son: la BoGP-l, la proteina C, proteina S y la
protrombina (Oosting, 1993). La B,GP-l es el “cofactor” de los aFL mas estudiado.
En 1990, tres grupos reportaron que los aFL presentes en los sueros de los
paciente con SaF primario o asociado a LEG requieren de la B,GP-I para ser
detectadlos in vitro (Galli y cols, 1980; Mcneil y cols, 1990; Koike y col., 1990)
desde entonces, varios grupos han reportado la importancia de la B.GP-| en el

reconocimiento -de los aFL patogénicos en los pacientes con enfermedades

autoinmunes.

A la BGP-i también se le conoce como apolipoproteina H. Se sintetiza
principalmente en higado (Alvarado y cols., 1998) y placenta (Chamley y cols.,
1997). Es una glicoproteina que tiene ia capacidad de unirse a membranas. Se
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encuentra presente a concentraciones de ~150 a 300 pg/mL (Willems y cols.,
1996). La proteina consiste de 326 residuos de aminodacidos (figura 1), el 20%
aproximadamente de su peso son carbohidratos {Lozier y cols., 1884). Por su
conformacion tridimensional, a la B2GP-l se le ha ubicado derﬁro de la
superfamilia de proteinas de regulacion del complemento (CCP), las cuales se
caracterizan por presentar aproximadamente 60 residuos de aminodcidos con
secuencia repetida de los cuales 16 son residuos conservados unidos por puentes
disulfuros (dominios denominados “Sushi”). La B>GP-I contiene cinco cadenas de
carbohidratos, cuatro N-glicosilaciones en los dominios Ill y IV (N143, N164, N174
y N234) y una O-glicosilacion en el dominio Ill (T130) (Gambino y cols., 1997).

Sitio de onidn 3 FL

Bominie ¥V

Dommie

Fig. 1 Estructura tridimensionai de la pglicoproteina-, CHO= carbohidratos
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El sitio de unidn a fosfolipidos se localiza en el dominio V, entre los residuos
del 280 a la 288 la cual es una region rica en residuos de lisina (Kertesz y cols,
1995; Bouma y cols., 1999). La unidén de la B.GP-I a los fosfolipidos produce un
cambio conformacional de la estructura secundaria de ia proteina (Wang y cols.,
2000; Gamsjaeger y cols., 2005) dicho cambio permite la exposicién de epitopes
cripticos los cuales son reconocidos por los aFL (figura 2). Matsuura y cols.
demostraron que aFL poli- y monoclonales murinos se unen directamente a la
B2GP-I pegada a la superficie de placas de ELISA de poliestireno irradiadas en
ausencia de CL. La unién de tos anticuerpos fue inhibida mediante la adicion de
perias cubiertas con el complejo CL-,GP-I. La adicién de p2GP-I sola no inhibi6 la
actividad de los anticuerpos. Chamley también observo éste mismo efecto, lo que
demuestra que el reconocimiento se debe a un cambio conformacional de la
B2GP-l y probable exposicién de epitopes cripticos /(Matsuura y cols., 1994;
Chamley y cols., 1999). Roubey propone que el reconocimiento de los aFL a la
B2GP-I en placas irradiadas se debe al incremento en la densidad del antigeno y
no a la exposicion de epitopes cripticos (Roubey y cols., 1995). Para explicar
estas discrepancias, existen diferentes propuestas, las dos con mayor sustento
son: primero los dos grupos utilizaron diferentes técnicas de cuantificacion y
segundo es posible que algunos aFL requieran la presencia de epitopes cripticos
para reconocer a la .GP-| y otros no. Igarashi produjo una variante de B.GP-l que
dimeriza espontaneamente en un sistema de expresion en insecto. La variante es
reconocida por aFL mejor que la B.GP-l humana nativa, tanto en placas irradiadas
como no irradiadas. Este experimento sugiere la importancia de la union bivalente
de los aFL de baja afinidad (lgarashi y col., 1996; Giles, 2003). Es posible que el
proceso de dimerizacién exponga epitopes cripticos.
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£o8 exXposition
del epitope
criptice

Epdatelis vascalar

Fig 2. Cambio conformacional de ta B2GP-I por interacci6n del sitio de unién a FL. Unién con la

membrana lipidica del endotelio vascular y reconocimiento de los aFL por la exposicién del epitope criptico de

la BGP-

El polimorfismo de la $,GP-I también juega un papel importante en la
produccion de autoanticuerpos y en el desarrolio de la enfermedad autoinmune.
Se ha hipotetizado que la sustitucion de un residuc de aminoéacido puede dirigir el
reconocimiento y la exposicion de epitopes, en particular por cambios
conformacionales inducidos por la interaccién con fosfolipidos (Schwarzenbacher
y cols. 1999). Se han descrito cuatro polimorfismos debidos a cambios de un solo
nucleodtido. Los cuatro son sustitutivos y se localizan en las posiciones: 88, 247,
306 y 326 (Sanghera y cols. 1997).

Aunque se han reportado anticuerpos ap.GP-I dirigidos contra los diferentes
dominios de la proteina (Giles y cols., 2003), el polimorfismo Val/Leu?* localizado
en el V dominio muy cerca del sitio de unién a fosfolipidos y de un epitope
potencial de los aB.GP-I en el dominio IV (Hirose y cols., 1999), tiene un papel
importante en el cambio de conformacion de la molécula, afectando la funcién de
la misma y la unidn de los aB,GP-I. En 1999 Atsumi reporté los resultados de un
estudio realizado en pacientes con SaF en los que se observd una mayor
frecuencia de homocigotos Val*¥ en pacientes con SaF, comparado con sujetos
sanos del mismo grupo étnico (Atsumi y cols., 1999). Esta misma correlacion se
observaré en poblacién mexicana y japonesa (Prieto y cols., 2003; Yasuda y cols.,
2005).
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Uno de los problemas mas comunes en el estudio in vitro de la interaccion
de los aFL con la B,GP-l es la integridad de la misma, debido a que el método de
purificacién con acido perclérico (Polz y cols. 1980) es muy drastico y dana a la
B2GP-I, alterando la interaccién por fosfolipidos de carga negativa (vg. FTS) entre
0.1 a 2.0 puM, ésta interaccion en parte se debe a la integridad de las
glicosilaciones lo que Brighton denomina “microheterogeneidad” (Brighton y cols.
1999). Las alteraciones de la B,GP-I| por los métodos de purificacién han llevado a
la modificacion de las técnicas. Dos de las técnicas alternativa de purificacion que
modifica poco los carbohidratos y por ende la microheterogeneidad son: 1)
precipitacion con polietilenglicol (Cai y cols. 1996); 2) columnas de afinidad y
posteriormente electroelucion {(Gambino y cols., 1996). En ambos casos es posible

mantener la integridad de las glicosilaciones.
1.6. Anticuerpos anticardiolipina

Los ensayos convencionales para detectar aFL patogénicos, ademas de
detectar la reactividad contra B,GP-| unida a fosfolipidos, permiten detectar los
aCL “verdaderos” o de tipo infeccioso. Los verdaderos aCL son los que se unen a
la CL, y a otros compuestos con carga negativa (vg. FTS, FTI, heparan sulfato,
etc.) en ausencia de las proteinas “cofactores’, de hecho la B.GP-I compite con los
aCL por su union a CL. La 82GP-I humana inhibe la unién de estos anticuerpos a
la CL. El efecto se observa también con BGP-I de ofras especies (vg. rata, raton,
bovina, las cuales tienen una alta homologia con la B.GP-I [> al 85 %]} lo cual
explica por que estos anticuerpos son detectados en ensayos convencionales en
presencia de B.GP-l bovina, debido al uso de suero bovino fetal como agente

bloqueante (Matsuura y cols., 1991).

Los aCL verdaderos se encuentra presentes a titulos altos en procesos
Infecciosos, como sifilis y otras infecciosas virales, bacterianas, por hongos y
levaduras (Matsuura y cols., 1992), también pueden estar presentes en individuos

sanos (como Ac’s naturales aFL ocultos, entre otros). El paradigma actual es que
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los aFL patogénicos no estan dirigidos contra epitopes presentes en FL, sino que,
éstos se encuentran en proteinas que actuan como “cofactores” como la BoGP-I,
algunos epitopes cripticos son expuestos por la interaccién con FL o superficies
con carga negativa (Pierrangeli y cols.,, 1992). Se han propuesto diferentes
hipdtesis que explican la interaccién de los aFL con la B.GP-l. Las que cuentan
con mas evidencias que los apoyan son: 1) los aFL patogénicds se unen al
complejo FL-B,GP-I (figura 3a); 2) los aFL se unen a epitopes cripticos de la B,GP-
| después de la union a FL (figura 3b); y 3) se requiere de una gran densidad de

antigeno para la unién bivalente de los aFL (figura 3c).

H eeoed e
P :.:'S_::"- \lj
Y R

Fig 3. Hipdtesis de la interaccion de los aFL con B.GP-I en el endotelio vascular. a) Los aFL se unen al
complejo FL32GP-I; b) Los aFL se unen a epitopes cripticos de fa B,GP-l después de la unién a FL; y c¢)

incremento en la densidad de la B2GP-1 sobre la superficie del endotelio permite la unién de los aFL

1.7. Otros anticuerpos antifosfolipidos

Ei ensayo inmunoenzimatico también permite detectar anticuerpos contra
fosfolipidos neutros como la fosfatidilcolina (FTC), muchos tienen reaccién
cruzada con CL. Los anticuerpos antifosfatidilcolina (aFTC) son principalmente de
isotipo IgM y no requieren de la B,GP-I para ser detectados in vitro. La uniformidad
de su isotipo sugiere que son anticuerpos naturales y, titulos altos de éstos
anticuerpos se asocian principalmente con anemia hemolitica autoinmune (Cabral
y cols, 1990). Otro anticuerpo contra FLs neutros son los que reconocen

fosfatidiletanoiamina (aFTE). La caracterizacién inmunoquimica de los aFTE
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muestra que también requieren de un “cofactor”, el cual se ha descrito que es
cininogeno o el complejo de proteina de unién a cininogenoc-cininogeno (Balada y

cols., 2001; Sanmarcos y cols., 2001).

En 1993, Vaarala reportd que los pacientes con LEG pueden presentan
titulos altos de anticuerpos anti-lipoproteinas de baja densidad oxidadas (anti-
oxLDL) y aCL, los estudios mostraron que no existe correlacion entre aCL y anti-
oxLDL. Sin embargo, los estudios de inhibicién con oxLDL inhibieron la actividad
anti-CL en un porcentaje importante y no se observo inhibicion de |a actividad anti-
oxLDL con liposomas de CL. Lo anterior sugiere que puede existir una reactividad
cruzada parcial entre CL y LDL, lo cual puede deberse a la parte lipidica de ambos
complejos (Alarcd-Segovia y col., 2000). En el 2002 Alves reporto ia participacion
de anticuerpos antidipoproteinas de alta densidad y ap,GP-l en la reduccién de
paraoxonasa en pacientes con LEG y SaFP (Alves y cols., 2002). Esta enzima es
importante para prevenir la oxidacion de las LDL con efecto aterogénico, dicha
interaccion es relevante para el desarrollo de aterosclerosis en los pacientes con

SaF primario y asociado a LEG.
1.8. Mecanismos patoldgicos de los anticuerpos antifosfolipidos (aFL) -

Estudios recientes muestran que muchos anticuerpos asociados con el SaF
estan dirigidos contra proteinas plasmaticas y proteinas de superficie. Se
proponen dos mecanismos patofisiolégicos diferentes (Espinosa y cols., 2003). El
primero, es en el que los aFL pueden actuar /n vivo alterando las reacciones
hemostaticas que ocurren en las membranas de ciertas células (plaquetas y
células endoteliales); segundo, pueden alterar la cinética de coagulacién-
anticoagulacion por reaccion cruzada con proteinas de unién a membrana, por
inhibicion en ia interaccion proteina-proteina y/o inhibicion a la interaccién de
proteina-fosfolipido (tabla 1).
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Reaccion de inhibicion de ardicoagulantes

tnhibicion de la proteina C reactiva a) Inhibicion de la activacion de
la proteina C
D) Inhibicion de fa proteina C
activa

Inhibicién de la actividad antitrombina

Desplazamiento de anexina AS

Inhibicién de la adlividad anticoagulante de la B,GP-1

Eventos mediados por células

Mondlitos a) Expresién factor tisular

Células endoteliales a) Incremenio en la actividad
procoagulante de la células
endoteliales

1) Expresidn del factor tisular

2) Expresién de moléculas de
adhesién

b) Alteracion de la fibsinolisis

¢) Desregulacion en la
produccion de eiocosanoides

1) Decremento en la producgién
de PGl, por parie de las
células endoteliales

2) Incremento en la produccion

de iromboxano A.

Plaquetas : a) Incremento en la activacion y
agregacion plaquetaria

Tabla 1. Posibles mecanismos de trombosis mediada por autoanticuerpos en SaF
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1.9. Mecanismos patolégicos de la B.GP-I

La B2GP-l interacciona con diversos componentes de la cascada de la
coagulacion y de la cascada fribrinolitica (figura 4) ocasionando el retrazo en el
tiempo de generacién de trombina. La unién de B,GP-l a fosfolipidos anidnicos
sobre plaquetas y células endoteliales compite con los factores de coagulacion por
la superficie lipidica. Por otro lado, la plasmina y con menos eficiencia el factor Xa
pueden rompen a la B.GP-l en el V dominio (K*'"-T*'®) jn vitro impidiendo asi la
unidn a fosfolipidos (Hunt y cols., 1993). Este fenémeno se potencia en presencia
de heparina que inhibe la generacién de plasmina por el activador del
plasmindégeno tisular (APt; Yasuda y cols., 2004), esta conversion de
plasminégeno a plasmina por APt es un evento importante en el sistema
fibrinolitico. La B.GP-l escindida se encuentra presente en pacientes con AL,
ademas genera in vivo un importante mecanismo de autorregulacion entre la

B2GP-| vy los factores de la coagulacion (figura 4).

La accion procoagulante de la B,GP-1 incluye la inhibicidn de la degradacion
del factor Va por la proteina C activada por proteina S (PCaPS). La inhibicion se
potencia en presencia de aCL (leko y cols_, 1999). El rompimiento de la B,GP-l por
plasmina neutraliza la inhibicién en la activacion del factor X1 por la 8,GP-1, dando
como resultado una activacién excesiva de la coagulacién y la formacion de
trombina. La trombina por su parte inhibe la produccién de plasmina via IFAT
(figura 4), por otro lado, la B2GP-I escindida inhibe la activacién del plasmindgeno

por la plasmina, atenuando el sistema fribrinolitico (Mi'yakjs y cols., 2004).

En el caso del actividad anticoagulante de la BGP-l, se ha observado que
participa la agregacion de plaquetas mediada por ADP e interrupcion en la
generacion de trombina por el complejo protrombinasa, ésta interrupcién se
amplifica en presencia de aFL. Ademas, la B2GP-l inhibe la activacién del factor Xli

en presencia de fosfolipidos e inhibe la activacion del factor X en presencia de
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plaquetas activadas. Dicha inhibicion es interrumpida por ia presencia de aFL
(Schousboe y col., 1995; Shi y cols., 1993).

La B>GP-| se une in vitro al factor XI (con una afinidad semejante a la de los
cininégenos de alto peso molecular; HMWK) inhibiendo asi su activacion por
trombina y factor Xlla, la escision de la B2GP-l interrumpe la inhibicién pero no la
union. Por otro lado, se ha descrito que el factor Xl y factor Xla se une a las
plaquetas activadas in vivo en presencia de HMWK, iones de Ca®, Zn* vy
protrombina. La B.GP-l1 puede sustituir a ios HMWK o a la protrombina en la
interaccién entre el factor Xl y las plaquetas activadas, facilitando, no Unicamente
la inhibicion, sino también la subsecuente escision de la B,GP-1 por parte de la
plasmina en un coagulo. Lo anterior sugiere que la principal accidon anticoagulante
de la B2GP-I en condiciones fisiolégicas normales es ia inhibicion en la activacion
de la via intrinseca de la coagulacién por la inhibicién de la activacién de factor XI
por la trombina (Shi y cols., 2004).

Aboliclon d« ia nbilscién de FXIa
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activacion de FXIa {
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Figura 4. Cascada de la coagutacién, mecanismo fibrinolitico y participacion de la p.GP-I. Efectos que
promueven el coagulo {accién procoagulante) estan representadas con lineas continuas, mientras los efectos

inhibideres de la formacién o promocién de la fibrinolisis (accion anticoagulante) estan representadas con
lineas discontinuas
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Pierangeli ha descrito que la capacidad de la B.GP-l de unirse a
membranas de células endoteliales in vifro, promueve un aumenio en la expresion
de moléculas de adhesion como ICAM-1, VCAM-1 y P-selectina (Pierangeli y cols.,
2001). Dimeros de B2GP-l tiene la capacidad de unirse a fosfolipidos expuestos
sobre plaguetas activadas e interactuan con el receptor 2 de |a apolipoproteina E,
gque es un miembro de |os receptores de lipoproteinas de baja densidad, el cual
se expresa en plaquetas y trofoblastos (Lutters y cols., 2003). Shi y cols.
describieron recientemente que los anticuerpos aB,GP-I unidos a la B,GP-l se
unen a las plaquetas por medio de la GPIb-V-iX, induciendo activacién plaquetaria
(Shi y cols. 2006; Canobbio y cols., 2004). Este fendmeno explica la presencia de
trombos ricos en plaquetas en los pacientes con SaF. Ademas otros estudios
recientes han mostrado que la B,GP-I tiene la capacidad de unirse a trofoblastos in
vitro permitiendo la unién de anticuerpos aB,GP-! y desregulando asi la expresion
de la hormona gonadotropina coridnica humana, lo cual podria ocasionar
posiblemente la perdida fetal (Stone y cols.,, 2006; Di Simona y cols., 2005).
Vlachoyiannopolous propone la participacién de la molécula CD40 en la activacién
de células endoteliales, basado en |a similitud de la region del 239 al 245 del CD40
con el segmento del aminoacido 7 al 13 de la B,GP-l, el cual se localiza en el
primer dominio, debido a que encontré en pacientes con SaF anticuerpos que
reconocen al péptido antes mencionado del CD40 (Vlachoyiannopolous, 2004).

1.10. Mecanismo patoldgico del AL

Las evidencias sugieren dos probables mecanismos de accion del AL, uno
anticoagulante y el otro procoagulante. En condiciones normales los FL anidnicos
de las membranas celulares son translocados de la cara interna a la cara externa
de las membranas, quedando expuestos y permitiendo el ensamblaje de tres
complejos de la cascada de la coagulacion coagulacion. Uno es el del complejo
factor tisular (TF)-Vila; el otro es aquel en el que participa el complejo iXa-Vila; y
el tercero involucra al complejo Xa-Va. El resultado del anciaje de los complejos
acelera ef proceso de coagulacién. En el caso del complejo TF-Vlla activa al factor

29




IX o X, el factor IXa activa al factor X, y al factor Xa, el producto final es la
formacion del complejo protrombinasa, que activa al factor Il (trombina) y este a su

vez escinde al fibrindgeno formando la malla de fibrina (figura 5a).

Un anticoagulante importante es la anexina-V. Esta proteina cubre la
superficie de la bicapa lipidica, inhibiendo la formaciéon de los complejos
procoagulantes antes mencionados (figura 5b). En ausencia de anexina-V el
complejo aFL-BGP-I puede prolongar los tiempos de coagulacién, debido a que el
complejo se une por los dominios | o Il de la B.GP-I, lo cual resulta en formacion
de dimeros o trimeros del complejo aFL-3,GP-I incrementando la afinidad por los
FLs, por medio del dominio V, esto reduce la disponibilidad de los fosfolipidos a
los factores de coaguiacion (figura 5c¢). En presencia de anexina-V y aFL,
directamente o via interaccion con “cofactores” ocasionan la desregulacién de la
actividad de la anexina-V, lo que resulta en un incremento de la cantidad de FLs
expuestos e induccién de la coagutacion (figura 5d). El fenémeno in vivo es pro-
coagulante, e in vifro se manifiesta con en retrazo en los tiempos de formacion de
los coagulos de fibrina (Rand, 2002). |

1. 11. Sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos “catastréfico”

La mayoria de los pacientes con SaF desarrollan trombosis arteriales y/o
venosas como unico sitio anatémico, sin embargo, un nimero pequefio presenta
trombosis generalizada y tienen una tasa alta de mortalidad. A éste fenomeno se
le denomind “Sindrome de anti-fosfolipidos catastrofico”, el cual se atribuye a una
respuesta aguda o “tormenta trombdtica®. La frecuencia del padecimiento se
estima en 0.8% en poblacién caucasica, involucrando al menos de tres drganos
con sintomas que se desarrolian en dias 0 en semanas. Aunque vasos de grueso
calibre pueden verse afectados, tipicamente se presenta una microangiopatia
trombotica aguda que afecta vasos sanguineos de pequefio y mediano calibre en
multiples érganos, el 50% de los casos incluyen. rifiones, pulmones, sistema

nerviosos central, corazén y piel (Asheron y cols., 1998).
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a) Formacién de fibrina b) Formadon de fibrina
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Figura 5. Mecanismos de accién del AL con la participacion de diferentes cofactores: a) Proceso
normal de coagulacion; b) bloque de la coagutacion por anexina V; c) bloqueo de ta coagulacién por la
formacién del complejo B.GP-l-aFL; y d) desplazamiento de la anexina V por el complejo B2GP-I-aFL
permitiendo la formacion de ia fibrina.

1.12. Estudio y andlisis de los anticuerpos anti-fosfolipidos

Para el estudio de los anticuerpos anti-fosfolipidos se han aplicado diversas
metodologias, que incluyen desde la generacion de anticuerpos monoclonales
hasta la generacién de anticuerpos por la técnica de expresion en fagos
filamentosos (EFF), esta dltima ha tenido gran importancia ya que es posible
producir genotecas de ~10'° combinaciones (Smith, 1997). Las combinaciones son
uniones aleatorias de distintas cadenas Vy con diferentes cadenas V| y son

insertadas en fagos para ser expresadas como fragmentos variables de cadena
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sencilla (ScFv). Una vez generadas las bibliotecas gendmicas son seleccionadas
con el antigeno especifico para posteriormente realizar el estudio inmunogquimico
y molecular. Hasta la fecha esta metodologia ha permitido generar una gran
cantidad de anticuerpos contra diferentes antigenos, incluyendo marcadores de

superficie celular y moléculas solubles.

En el SaF, la técnica de EFF ha tenido gran relevancia, ya que ha permitido
estudiar a los aFL desde el punto de vista molecular (Cabiedes y col, 2005), sin
embargo, los resultados deben tomarse con cautela, debidc a que las
combinaciones son aleatorias y no representan en su totalidad a los aB,GP-i
detectados en el suero de los pacientes con SaF. En 1999 Chukwuoka reporté el
estudio de tres anticuerpos monocionales ap,GP-I, dos de los cuales tenian
reactividad cruzada contra protrombina y uno contra oxLDL {Chukwuoka y cols.
1998). Blank report6 tres secuencias de péptidos de la B.GP-| expresados en
fagos ﬁlamentosbs que fueron reconocidos por anticuerpos de pacientes con SaF.
Ademas, en su modelo murino fueron capaces de prevenir el SaF (Blank y cols.,
1999; Blank y cols., 2002). Uno de éstos péptidos tiene homologia con antigenos
bacterianos, lo cual podria explicar la probable etiologia del sindrome (Pierangeli y
col., 2004). En el 2002 Blank y cols. muestran ia induccién del SaF experimental
mediante ScFv y diferentes combinaciones de cadenas obtenidas a partir de
anticuerpos monoclonales aB.GP-! (Blank y cols., 1999). En éste ditimo trabajo
muestran la importancia de ambas cadenas, tanto Vy como V, para la unién a los
antigenos. Kumar en el 2005 también observé una alta reactividad de las cadena
VL de un anticuerpo en formato Fab, el cual se une al IV dominio de la B,GP-I
(Kumar y cols., 2005).

Recientemente en nuestro laboratorio obtuvimos una genoteca de re-
arreglos Vu(D)Ju y VL en ScFv de una paciente con SaF primario, en el estudio
presentamos las caracteristicas inmunoquimicas y moleculares de dos clonas con
~ reactividad contra B2GP-l y una contra protrombina. Ademas, mostramos €l

analisis de las mutaciones puntuales. Los datos sugieren que dos clonas ap,GP-I
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parecen no ser dependientes de antigeno y pueden ser anticuerpos naturales,
mientras que una clona con reactividad cruzada contré protrombina si es
dependiente de antigeno (Languren y cols., 2006). De esa misma genoteca,
obtuvimos dos fago-anticuerpos, que parecen presentar el mismo re-arreglo, de
los ya reportados. En el presente trabajo mostramos la caracterizacién
inmunoquimica y molecular de las dos clonas y su posible capacidad patogénica

en un modelo murinoc del SaF.
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2. Hipotesis

Los anticuerpos anti-8.GP-l patogénicos de pacientes con SaF, son
codificados por un numero limitado de genes Vy y V., los cuales sufren
hipermutacion somatica, en la que se acumulan residuos de los aminoéacidos: K, R
y N. Ademas, no presentan reactividad contra antigenos conservados

flogenéticamente e inducen el SaF en modelos murinos.

3. Justificacion

Estudios recientes muestran la importancia de las mutaciones puntuales en
las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de los anticuerpos
codificados por genes de linea germinal que no reconocen autoantigenos, dichos
cambios inducen la acumulacién de dos residuos de aminoacidos de carga
positiva (K y R) y un residuo de aminoacido neutro (N). La identificacion de los
genes Vu(D}Ju y VL y el estudio de las mutaciones puntuaies que alteran el
patron de reconocimiento de los anticuerpos, pemmitira entender y en un futuro

modificar {a respuesta autoinmune en los pacientes con SaF.




4. Objetivos

1.

Caracterizar molecular e inmunoquimicamente la genoteca de re-
arreglos Vy(D)Jy y VL J, obtenidos de células B de una paciente con
SaFP.

Determinar la reactividad de los re-arreglos Vi(D)Js y VLJ. de una
paciente con SaF que fueron seleccionados por su reactividad contra

B2GP-l y contra el complejo cardiolipina-B.glicoproteina-I.
Determinar la capacidad patogénica de los re-arreglos en formato

ScFv que reconocen a ila BGP-l y al complejo cardiolipina-B,GP-l,

infundiéndolos en ratonas Balb/c prefiadas para inducir el sindrome.
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5. Metodologia
5.1 Obtencion y caracterizacion molecular e inmunoquimica de las clonas.
5.1.1: Expresién del Pili F+ en £. coli.

5.1.1.1.  De una caja de cultivo de E. coli TG1 se tomd una colonia y se
sembr6 en medio minimo esencial (MME; ver anexo) y se incubd toda la

noche, para inducir la expresion del Pili F+

5.1.1.2. Al dia siguiente se tom6 una colonia y se inoculd en 10 mL de medio
2x YT (ver anexo) y se incubd a 37°C con agitacion a 250 rpm en una
incubadora Max Q (Barsnstead/Lab-ine) hasta alcanzar la fase log (Aswo
~0.3-0.6)

5.1.2. Obtencién de clonas

5.1.21. De la genoteca original seleccionada, mediante cuatro rondas de
bioseleccion, se tomaron 100 pL de fago-anticuerpos y se adicionaron a
10 mL de un cultivo bacteriano de E. cofi TG1 en fase log y se incubaron
por 1 h a 37 °C con agitacién. Posteriormente, se centrifugd el cultivo a
3500 rpm por 10 min (RT7 plus; Sorvall) y se decanté el sobrenadante,
posteriormente, se resuspendié la pastilla en medio 2x YTA (ampicilina
100 pg/mL) y se incubd durante toda la noche a 37 °C con agitacion a
250 rpm. Al dia siguiente se sembraron las células en cajas con medio
2x YTA y se incubaron a 37 °C toda la noche.




5.1.3. Amplificaciéon de la clona

5131 Para la amplificacién de las clonas se aislaron colonias
independientes de cada una de las cajas y se crecieron en placas de
cultivo de 96 pozos (Nunc Inc, Danemark 97F) con medio de cultivo 2x
YTAG (2x YTA-Glucosa 2 %), se incubaron las placa hasta que los
cultivos alcanzaron la fase log y se infectaron con 10 pL de fago
ayudador M13K07, se incubd por 1 h y se cambio el medio por medio 2x
YTAK, suplementado con Kanamicina 50 pg/mL. Se incubé toda la
noche a 37 °C en agitacién. Al dia siguiente se centrifugaron las
bacterias y el sobrenadante obtenido fue utilizado para determinar su
reactividad por ELISA

5.1.3.2. Para el ensayo inmunoenzimdtico, se sensibilizaron placas de
poliestireno de 96 pozos (Nunc Inc; Danemark 97F) con 10 pg/mL de
B2GP- disuelto en PBS (ver anexo) y se incubaron toda la noche a 4 °C.
Al dia siguiente se lavaron las placas y se bloguearon con albumina
sérica bovina al 1.5% durante 2 h a 37 °C en PBS (ASB-PBS). Después,
se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 (ver anexo). Posteriormente,
se adiciono 50 yL de fago-anticuerpos previamente obtenido del cultivo
de clonas independientes a una concentracién 1 x 10° y se incubaron
durante una hora a 37 °C. Se Realizaron tres lavados con PBS-Tween y
se adiciond anticuerpe anti-M13 conjugado con peroxidasa (anti-M13-
HRP) a una dilucién 1:10,000 y se incubd las placas durante 1 h a 37°C.
Se realizaron tres lavados con PBS-tween y se adicion6 100 uL de TMB
como sustrato (the binding site; UK), pasados 20 min se adicion6é acido
o-fosforico (the binding site; UK) y se leyeron las placas en un lector
ELISA (Sunrise; TECAN) a 450 nm.

5133. De las clonas positivas se amplificaron los fago-anticuerpos.
Brevemente, a un cultivo de 10 mL en fase log de E. coli TG1 se
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adicionaron 10 uL de fago-anticuerpo que dieron positivos contra p.GP-|
y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Después de la incubacion se cambid
el medio de cultivo por 2x YTAK y se incubd toda la noche a 37 °C con
agitacioén a 250 rpm.

5.1.3.4. A la mafana siguiente se centrifugd a 3,500 rpm por 10 min, y se
recuperé el sobrenadante, después se filtré el medio (con un filtro de 45
um; Minisart, Satorius) para eliminar completamente las células y los
detritos celulares. Al filtrado se adicioné 2.5 mL de polietilenglicol 8,000
al 20% en NaCl 2.5 M (PEG/NaCl), y se incubo 1 h a 4 °C. Se Centrifugd
a 18,000 rpm durante 20 min a 4 °C, se deseché el sobrenadante y se
resuspendio la pastilia en 5 mL de PBS 1X y filtré nuevamente con un
fitro de 45 um.

5.1.4. Caracterizacion de las clonas

5.1.41. Para la caracterizacion molecular de las clonas, se cultivaron las
bacterias (que dieron positivas en el ELISA) en 250 mL de medio 2x
YTA durante toda la noche a 37 °C con agitacién a 300 rpm (Max Q;
Barsnstead/Labline).

5.1.42. Al dia siguiente se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min a 4 °C
(RT7 plus; Sorvall) y se purificaron los vectores de acuerdo a las
especificaciones del equipo endo free plasmid kit (Qiagen). Brevemente,
se resuspendieron las pastillas en 10 mL de amortiguador P1 (Qiagen) y
se adicionaron 10 mL de amortiguador P2 {Qiagen), se mezclaron por
inversion y se incubaron a temperatura ambiente (TA) durante 5 min.
Posteriormente, se adicionaron 10 mL de amortiguador P3 (Qiagen) frio
y se mezclaron por inversion. Se Colocaron las soluciones a los filtros
QlAfilter (Qiagen) y se incubaron 10 min a TA. Posteriormente, 'se
fiitraron las soluciones y se adicionaron 2.5 mL de amortiguador R




(Qiagen), se mezclaron por inversién y se incubaron 30 min en hielo. Se
Colocaron las soluciones en columnas QIAGEN-tip 500 (previamente
equilibradas con 10 mL del amortiguador QBT; Qiagen), se lavaron 2
veces las columnas con amortiguador QC (Qiagen) y se eluyeron con 15
mL de amortiguador QN (Qiagen). Se precipitaron los plasmidos con
10.5 mL de isopropanol, y se centrifugaron a 15,000 rpm durante 30 min
y 4 °C (RC-5 superspeed refrigerated centrifuge; Sorvell). Se lavaron las
pastillas con 5 mL de endotoxin-free/etanol (Qiagen), y se secaron las
pastilas durante 10 min y se resuspendieron en amortigudor TE
(Qiagen)

5.1.43. Se amplificaron el re-arreglos ScFv a partir de los vectores
mediante PCR con los oligonucléotidos: pC5-R1
CCATGATTACGCCAAGCTTTGGAGCC y pC5-R2
CGATCTAAAGTTTTGTCGTCTTTCC. Las condiciones de amplificacion
fueron: 84 °C por 1 min, 55°C por 2 min y 72°C por 2 min, 30 ciclos. Se
confirmaron los productos amplificados en gel de agarosa al 1.25 % en
amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAE; ver anexo). Se purificaron las
secuencia con el equipo High Pure PCR product Kit (Roche) de acuerdo
a las especificaciones de fabricante. En resumen, se adicionaron al
pro'ducto de la PCR 5 volimenes de amortiguador de uhién (Roche), y
se mezclaron en vortex y se incubaron 5 min a TA. Se colocaron en las
columnas (High pure spin filter tubes; Roche) y se centrifugaron a
13,000 rpm durante 1 min 30 seg (centrifuga 5410; eppendorf). Se
desecharon los liquidos y se lavaron las columnas con amortiguador de
lavado (Roche), se eliminaron los liquidos y se adicionaron 50 pL de
amortiguador de elucién (Roche). Se Incubaron 5 min a TA y se
centnfugaron a 13,000 rpm durante 5 min.

5.1.44. Las secuencias se caracterizaron mediante tratamiento con

endonuclea_sas de corte frecuente. Las secuencias obtenidas de las
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clonas fueron digeridas con la enzima Mva / {(Amersham Bioscience) de
acuerdo al siguiente protocolo: Se colocamos 2 uL de amortiguador de
reaccion 10X (Amersham Bioscience) mas 1 pL de muestra a una
concentracion de 150 ng/pl y 17 pL de H,O destilada-desionizada, se
incubaron durante 2.5 h a 37°C. se analizaron los productos de la
digestion en geles de agarosa al 1.5 % en amortiguador TAE. Ademas,
se secuenciaron los fragmentos (MWG biotech, USA) y se analizaron
con ia base de datos de VBase (http://vbase.mrc.cpe.cam.ac.uk)

5.1.5. Titutacion de los fago anticuerpos

5.1.5.1.  Se incubaron las células TG1 en 200 uL de medio 2x YT hasta que
alcanzaron su fase log y posteriormente se adicioné 10 pL de las
diluciones de fago-anticuerpos 1:100, 1:1000, 1:10 000, 1:100 000, se
incubaron a 37 °C con agitacién durante 30 min y posteriormente, se
colocaron 10 L de los cultivos en cuadrantes de papel de nitrocelulosa
(GIBCO; Life Technologies) previamente colocado en cajas con medio
2x YTA (ver figura 6). Se incubaron a 37 °C TA y al dia siguiente se
contaron las colonias. El numero de colonias se expresé en unidades
formadoras de colonias (UFC)mL (Koch y cols., 2000).

Cafa pefri

Pape] de nlirecelulosa

Figura 6. Cuantificacién de las UFC/mL mediante ja técnica establecida por Koch.
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5.1.6. Ensayos de reactividad de los fago anticuerpos contra diferentes antigenos

5.1.6.1. Para determinar la reactividad contra antigenos especificos, se
sensibilizaron placas de 96 pozos (NUNC Inc; Denmark) con CL, B.GP-I
y CL-B-GP-I como sigue: Brevemente, se incubaron las placas toda la
noche a 4 °C con 50 ul/pozo de B.GP-1 a una concentracion de 10
ug/mL en PBS, y al dia siguiente se eliminé la solucién y se bloquearon
los sitios inespecificos con ASB-PBS durante dos horas a TA. Para la
actividad anti-CL (SIGMA) se sensibilizaron las placas con CL a una
concentracion de 50 pg/mL disueltos en etanol y se evapord el etanol
con nitrégeno gas en una camara de acrilico durante 30 min,
posteriormente, se bloquearon los sitios inespecificos con 300 pL de
ASB-PBS por 2 h. Se decant6 la solucion de bloqueo y se almacenaron
las placas 4 °C hasta su uso. Para las placas sensibilizadas con el
complejo CL-B2GP-l primero se sensibilizaron los pozos con CL a la
misma concentracion que como se menciond arriba y después se
bloguearon los sitios inespecificos con 200 pL de ASB-PBS durante 2 h
a TA y se adicion6é 50 pL de BGP-i purificada humana a uno de los
pozos a una concentracion de 25 ug/mL en PBS, se incubaron las
placas durante 1 h y se lavaron tres lavados con PBS.

5.1.6.2. Para determinar la reactividad contra diferenes fosfolipidos. Se
sensibilizaron placas de 96 pozos (NUNC Inc; Denmark) con
fosfatidiletanolamina (FTE), fosfatidilglicina (FT G), esfingomielina (EM) o
fosfatidilserina (FTS) a fa misma concentracién y con las mismas

caracteristicas que como se describe en el punto 5.1.6.1 para CL.

5.1.6.3. Para determinar la actividad contra los diferentes antigenos. Se-
adicion6 50 pL/pozo de fago-anticuerpo a una concentracion de 1 x 10'°
en ASB-PBS en las placas previamente sensibilizadas con los diferentes
antigenos. Se incubaron las placas con los fago-anticuerpos durante 1 h
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a 37°C, posteriormente, se lavaron tres lavados con PBS incubandose
S5 min en cada lavado, posteriormente, se adiciond 50 pl/pozo de
anticuerpos anti-M13-HRP a una dilucion 1:10,000 en ASB-PBS y se
incubaron durante una hora a 37 °C. Terminada la incubacioén se lavaron
las placas tres veces con PBS y se adicionaron 100 uL/pozo de TMB
(the binding site; UK) y se incubaron durante 30 min a 37 °C. Se detuvo
la reaccion con 100 pl/pozo de acido o-fosforico (the binding site; UK) y
ley6 ta absorbancia en un lector de ELISA (Sunrise, Tecan) a 450 nm.

5.1.7. Curvas dosis‘espuesta, de inhibicion con B,GP-1y adsorcién con FLs

5171 Se sensibilizaron placas de 96 pozos (Nunc Inc, Denmark) con los
diferentes antigenos, como se menciond en el apartado 5.1.6. y se adiciond
50 pl/pozo de fago-anticuerpo a concentraciones de 1 x 10”7 a 1 x 10'°.
Posteriormente, se desarrollé el ensayo como se menciond en el apartado
5.1.6.

5172 Para los ensayos de inhibicion. Se sensibilizaron placas de 96 pozos
(Nunc Inc. Denmark) como se menciond en el apartado 5.1.6. Para la
inhibicion con BGP-I, se colocaron diferentes concentraciones de B.GP-l en
dilucion doble seriada (25 pg/mL a 3.125 ug/mL). Se mantuvo constante la
concentracion de fago-anticuerpo (1 x 10'° UFC/mL) y se incubd durante 2
h a 37 °C. Posteriormente, se tomaron 50 pL de la mezcla y se colocaron 4
en |los pozos de las placas previamente sensibilizadas para medir ia
absorbancia de los fago-anticuerpos libres. Se expresaron los resultados en

porcentaje de inhibicidn y se calcularon de la siguiente manera:

DO de Fago-Ac sin inhibidor — DO de Fago-Ac inhibido x 100
DO de Fago-Ac sin inhibir
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5173 En el caso de los ensayos de adsorcion con fosfolipidos, se
prepararon micelas de fosfolipidos de acuerdo a la técnica descrita por
Cabral y cols. (1990). Brevemente, se disolvid en un vaso de precipitado de
50 mL, 2 g de CL y se evaporé el etanol con nitrdgeno gas. Se resuspendio
la CL en 1.0 mL de PBS (para el ensayo de CL libre de B,GP-I; a una
concentracion final de 1 mg/mL) y en 1 mL de PBS con 10 % de suero
bovino fetal para el complejo CL-B>GP-1. A la mezcla anterior se le adicioné
1 pL de Tween 20. Posteriormente, la mezcla se colocd en tubos de
polipropileno de 1.5 mL, se homogenizé durante 15 min en un
homogenizador automatico (Vortex). Se centrifugaron los tubos a 3500 rpm
por 15 min a 4°C y se homogenizaron nuevamente 15 min en el vortex. La
suspension se utilizé inmediatamente después de su preparacion. Los
resultados se reportaron como el porcentaje de adsorcién y se calculd de la

siguiente manera:

DO de Fago-Ac sin liposomas — DO de Fago-Ac con liposomas x 100

DO de Fago-Ac sin liposomas

51.7.4. Se agregaron fago-anticuerpos a una concentracion de 1 x 10'°
UFC/mL a la suspensién de micelas. Se Homogenizé suavemente la
suspension y se incub6 a 37 °C por 1 h, posteriormente, se centrifugd a
13,000 rpm por 5 min. el sobrenadante se recuperé y una parte se utilizo
para medir la actividad mediante ELISA y |a otra se colocé en un tubo
nuevo gque contenia 1 mg/mL de micelas. Se incubé 1 h a 37 °C y el
sobrenadante se recuper6 para ensayos de actividad remanente por ELISA
Y para una nueva ronda de inhibicion. Se repitié el procedimiento 5 veces.
Finalmente, a los sobrenadantes recuperados (fago-anticuerpos libres) se

les medi6 la actividad contra los diferentes antigenos mediante ELISA.



5.2. Mcdelo Murino.
9.2.1. Estandarnizacién de la concentracion de fago-anticuerpos

5.2.1.1. Se dividieron las ratonas de 8 a 12 semanas de edad en 5 grupos (3
ratonas por grupo) y se inmunizaron de la siguiente manera: grupo 1
(control) sin tratamiento; grupo 2 (controi inmunizado con 50 pL de PBS;
grupo 3 (control de fago) a las que se les administraron 50 pL de fago-
irelevante a diferentes concentraciones (1 x10'", 1 x 10" y 1 x 10°
UFC/mL); grupo 4 y 5, se les administraron 50 L de las clonas C3y C8
respectivamente a diferentes concentraciones (1 x10"", 1 x 10" y 1 x
10° UFC/mL). La administracién de los diferentes grupos se realizé por
via intravenosa (VI) de acuerdo a la técnica descrita por Pasqualini
(Pasqualini y col. 1996). A las tres semanas, se les administrd un
refuerzo de la misma concentracion VI. Posteriormente, al dia 21
después de la primera inoculacion se sacrificaron a las ratonas y se les
determiné las concentraciones de anticuerpos anti-fago y su reactividad

contra antigenos especificos mediante ELISA.

5.2.2. Caracterizacién de la reactividad de los anticuerpos de los sueros de las

ratonas inoculadas

5221. Para determinar la reactividad de Ibs sueros contra CL, B.GP-l y
contra el complejo CL-B2GP-I, se sensibilizaron en placas de 96 pozos
(Nunc Inc; Denmark) con los antigenos especificos como se menciond
en el apartado 5.16.1. Después de sensibilizar las placas, se
adicionaron 50 pL de la dilucién de los sueros 1:50, se incubd las placas
1h a37 °C y posteriormente, se lavaron con PBS. Se adicionaron 50 pL
anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina a una
dilucién de 1:5000 y se incubaron a 37 °C por 1 h. Transcurrida la
incubacion se lavaron la placa tres veces con PBS y se adicioné 200 pL



de p-nitrofenil fosfato disédico en amortiguador de dietanolamina (ver
anexo). Se incubaron las placas durante 1 h al resguardo de la luz y se
leyeron las absorbancias en un lector de ELISA a 405 nm.

5.2.2.2. Para detectar la reactividad contra el fago, se sensibilizaron placas
de 96 pozos con fago M13K07 a una concentracion de (1 x 10° UFP/mL)
en PBS y se incubaron toda la noche a 4°C, al dia siguiente se
bloquearon las placas con ASB-PBS y se determiné la reactividad de los

sueros de las ratonas como se mencioné en el apartado anterior.
5.2.3. Modelo murino del sindrome

5.23.1. Para la induccién del SaF en las ratonas de 8 a 12 semanas de
edad, se separaron a las ratonas en 5 grupos, las cuales fueron tratadas
como se describe a continuacién, consideramos dia cero de embarazo
cuando se juntaron hembras y machos: grupo 1 o control, compuesto de
13 ratonas a las que no se les realizé ningun tratamiento; grupo 2 o
control tratadas con PBS, formado por 9 ratonas a las que se les
administré 50 uL de PBS; grupo 3 o control de fago, formado por 9
ratonas a la que se les administr6 50 uL de fago-irrelevante a una
concentracién de 1 x 10'® UFC/mL; grupos 4 y 5 o grupos caso, formado
por 15 ratonas a las qué se les inoculd VI 50 pL de fago-anticuerpos de
acuerdo a los resultados obtenidos mediante la metodologia descrita en
el apartado 5.2.1. A los grupos caso se les aplicaron refuerzos a las
semanas 7, 14 y 21 dias después de la primera inoculacion. La tabla 2
muestra el numero de ratonas y el tiempo en el que fueron sacrificadas.
Los estudios realizados fueron: 1) reactividad contra fosfolipidos en
sueros, 2) cuantificacion de citocinas en suero, 3) Tiempo parcial de
tromboplastina activada (TTPa) en plasma, 4) estimacién plaquetaria, y
5) analisis de los productos en busca de resorcién fetal (manifestacion
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equivalente en el humano a la pérdida fetal y abortos espontaneos;

descrita por Yodfat y cols. 1996).

Toma de muestras

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21

2 ratonas 2 PBS 3 PBS 3 PBS
2 ratonas 3 control 3 controt 3 Control

3 fago 3 Fago 3 fago

5C3 5C3 5C3

5C8 5C8 5C8

Tabla 2. Toma y tamafic de la muestra de los diferentes grupos, dia 0, 7, 14 y 21.

5.2.4. Determinacion del tiempo de trombopiastina parcial activada (TTPa) y
estimacion plaquetaria.

5.2.4.1. Para el TTPa se usaron 100 uL de plasma y para la estimacién
plaquetaria se realizaron frotis de sangre. Las muestras fueron
procesadas en la Unidad de Patologia Clinica de la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de

Mexico.

5.2.5. Determinacion de la reactividad de los sueros contra los diferentes

antigenos

5.251. La determinacién de la reactividad contra CL, complejo CL-B.GP-l y
ia B,GP-I libre de FL se realizaron de acuerdo al procedimiento descrito en
el apartado 5.2.2.



5.2.6. Cuantificacion de citocinas.

5.2.6.1. Se cuantificaron las siguientes citocinas: IL-1B, IL-2, IL-6, MCP-1,
GM-CSF y TNF-a mediante luminometria con un ensayo multiple (multi-
assay, Lincoplex) con las especificaciones establecidas por el
fabricante. Brevemente, se bloquearon placas de 96 pozos con fondo de
filtro de 0.22 um, con 200 plL/pozo de amortiguador de ensayo (multi-
assay; Lincoplex} y se incubaron con agitacién a 500 rpm durante 10
min. Posteriormente, se elimind la solucién de bloqued por filtracién con
vacio (remocion de 200 uL de amortiguador en = 5 seg: equivalente a

una presion menor a 100 mmHg).

5.26.2. Se adicionaron 25 pL de amortiguador de ensayo, 25 HL de los
estandares, 25 pL de las muestras y 25 pl de suero matriz a los
estandares y controles en sus los pozos como se muestra en el tabla 3.
Posteriormente, se adiciond 25 pl de las perlas recubiertas con los
anticuerpos (multi-assay; Lincoplex) y se incubd la placa por 1 h con
agitacion a 500 rom a temperatura ambiente (TA).

5.26.3. Transcurrido el tiempo se removio el liquido por filtracion con vacio y
se lavd la placa tres veces con 200 pL de amortiguador de lavado (multi-

assay; Lincoplex). En cada lavado se eliminé la solucion por filtracion y

al final se adicioné 25 pL del anticuerpo de deteccion (multi-assay;
lincoplex) y se incubd la placa 30 min con agitacion a 500 rpm a TA. Al
cumplirse el tiempo de incubacion, se adicion6 25 UL de estreptavidina-
ficoeritrina y se incubé durante 30 min con agitacién a 500 rpm a TA.

5.2.6.4. Finalmente, se realizaron ftres lavados como se menciond
anteriormente y se adicioné 100 uL de amortiguador de deteccion
(multi-assay; Lincoplex). Se incubd la placa 10 min y se leyd en el
equipo de luminometria (Luminex200; Luminex corp. USA).
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6. Resuitados

6.1. Caracterizacién inmunoquimica

6.1.1. Reactividad de las clonas

De {a genoteca se purificaron dos clonas que previamente fueron seleccionadas
por bioseleccion con B,GP-I, las clonas se denominaron C3 y C8. Ambas clonas se
purificaron mediante precipitacion con polietilenglicol/NaCl y se determiné su reactividad
por ELISA contra: cardiotipina (CL) libre de B,GP-|, complejo CL- B.GP-I y B,GP-I libre
de FLs. Se utiliz6 como control positivo (CP) suero de paciente con alta reactividad a los
diferentes antigenos, y el control negativo (CN) se utilizé fago-anticuerpo que no
reacciona contra los antigenos predeterminados, asi como medio de cultivo 2x YT (ver
figura 7). Como se puede observar en la tabla 4 ia clona C3 presento el doble de
reactividad contra los tres antigenos comparada con la clona C8: 2.2495 + 0.09 vs
1.3542 + 0.13 para B,GP-I, 1.181 + 0.07 vs 0.4526 + 0.04 para CL-8,GP-l y 0.5389 +
0.06 vs 0.281 + 0.04 para CL.

B2GP-I* CL- BGP-I* cL*
CcP 3.0435+ 0.06 26020+ 0.05 1.138+ 0.06
CN 0.0436 + 0.01 0.0456 £ 0.02 0.0172 £ 0.01
Medio 0.0056 + 0.01 00534+ 0.12 0.00685 = 0.01
C3 22495 + 0.09 1.181+0.07 0.5389+ 0.06
c8 1.3542+£0.13 0.4526 + 0.04 0.281+£0.04

Tabla 4. Reactividad de las clonas C3 y C8 contra B,GP-1, el complejo CL-B,GP-l y la CL
“Los resultados estan expresados en densidades 6pticas (DO) a 450 nm
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Reactividad de C3 y C8 contra antigenos especificos

a8 b2GP-1-CL
H b2GP-1
acL

Clona

Figura 7. Reactividad de las clonas C3 y C8 contra la 8,GP-| (barras guinda), el complejo CL- B,GP-I
(barras azules) y CL (barras blancas), datos de la tabla 4

6.1.2. Ensayos de reactividad contra diferentes FL

En los ensayos de reactividad contra diferentes fosfolipidos ambas clonas
mostraron alta reactividad contra FTG y FTS (ver figura 8), en ambos casos la
reactividad fue mayor con la clona C3 comparada con la clona C8 de 1.914 + 0.18 vs
1.1875 + 0.20 para FTG y de 2.2995 + 0.12 vs 1.5325 + 0.04 para FTS. Ademas, la
clona C3 mostré mediana reactividad contra FTE comparada con la clona C8 y los

controles (ver tabla 5). Para la EM no se encontré reactividad para ambas clonas.

FTE FTG : EM FTS
Medio 0.1425 £ 0.04 0.1625 £ 0.05 0.0695 + 0.01 0.204 + 0.04
cs8 - 0.255 £ 0.03 1.1875+0.20 0.1305 £ 0.08 1.53256 £ 0.04
C3 0.756 +0.21 1.9135+0.18 | 0.067 +0.01 2.2985+0.12
CN 0.121 £ 0.03 _ 0.163 £ 0.02 0.1015+0.04 0.123+0.01

Tabla 5. Reactividad de las dos clonas contra diferentes fosfolipidos. Resultados reportados en OD a 450
nm. FTE= fosfatidiletanolamina; FTG=fosfatidilglicerol; EM=esfingomielina; y FTS=fosfatidilserina.
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Figura 8 Reactividad de las clonas C3 y C8 contra los fosfolipidos, datos de la tabla 5: FTE=
fosfatidiletanolamina; FTG= fosfatidilglicerol; EM= esfingomielina; y FTS =fosfatidilserina.

6.1.3. Curvas dosisrespuesta

Para los ensayos de dosis-respuesta contra los diferentes antigenos, se
probaron distintas concentraciones de fago-anticuerpos (1 x 107 a 1 x 10'%) de las dos
clonas y los resultados se muestran en la tabla 6. Se observé en ambas clonas una

curva dosis-respuesta contra los tres antigenos (ver figura 9)

Clona C3
~ # fago CLB.GP¥+ B.GP* cL*
1x10% 2.2560 £ 0.16 1.4095 1 0.06 0627 + 0.08
1x10° 1.7185 £ 0.09 0.806 1 0.07 0.377 £ 0.03
1x10°8 1127 £ 0.17 0.2425 + 0.06 0.1785 + 0.03
1x 10 0.4259 + 0.01 0.0955 + 0.04 0.1600 + 0.07
Clona C8
# fago CLB,GPT B.GP* cL
1x10" 1.0091 £ 0.01 0.5145 £ 0.04 0.303 £ 0.02
1x10° 0.5125 + 0.09 0.3135 + 0.04 0.234 + 0.04
1x10° 0.2155 + 0.05 0.1935 + 0.01 0.1370 + 0.01
1x10° 0.1590 + 0.06 0.1120 £ 0.02 0.0570 + 0.06

Tabla 6 Curva dosis-respuesta para las clonas C3 y C8 contra los diferentes antigenos.
*Resultados reportados en DO a 450 nm
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Fig 9 Curvas dosis-repuesta para ambas clonas contra B.GP-l (10ug/mL), CL-B,GP-l (10ug/mL de 3,GP-1
y 50 ug/mL de CL) y CL (50 ug/mL), datos de la tabla 6: a) curva para la clona C3 y b} curva para la clona
C8.




6.1.4. Ensayos de adsorcion en placa sensibilizada con el complejo cardiolipina (CL)-
B2GP-I

En los ensayos de adsorcion la concentracion de la CL (0.5 mg/mL), del complejo
CL-B2GP-1 (0.5 mg/mL de CL y 25 pg/mL de B,GP-1) se mantuvé constantes y
unicamente se varié la concentracion de los fago-anticuerpos de ambas clonas,
partiendo de una concentracién inicial de 1 x 10" UFC/mL. Mientras que el ensayo de
inhibicion con B,GP-1 se mantuvo constante la concentracion de ambas clonas (1 x 10'°
UFC/mL) y se vario la concentracién de antigeno (B,GP-I: 25 Hg/mL; 12.5 pg/mL; 6.25
pg/mL; 3.125 pg/mL). Los resultados se reportaron en % de inhibicion. En la tabia 7 se
muestra el porcentaje de absorcion en distintas rondas medidas en placa sensibilizada
con el compiejo CL-B,GP-l, como se puede observar solo Ia. clona C3 mostré una
adsorcion mayor hacia los liposomas de CL que la clona C8 en ia segunda ronda (91%
vs 67% respectivamente), mientras que en las demas rondas y contra el complejo CL-
B2GP-I (en todas las rondas) no se observan grandes diferencias (ver figura 10).
Mientras que para ambas clonas se observo una mayor adsorcion para el complejo CL-
B2GP-I comparada con la adsorcion con CL en la primera ronda (59.4% vs 38.1% para
C3 y 60.4% vs 25.3%) mientras en las demas rondas no se observaron grandes
diferencias.

c3* cs8*
B2GP-1-CL CL B2GPI-CL CL
1 0 0 0 0
2 594 3841 60.4 253
3 86.8 91.7 7986 67.8
4 94.8 97.9 951 98.8

Tabla 7. Adsorcion de las clonas C3 y C8 con liposomas de CL y liposomas del complejo CL-B,GPI
*Resultados reportados en % de absorcién
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Figura 10 Curvas de adsorcion de la clona C3 y C8 con liposomas de CL y liposomas del complejo CL-
P-GP-I en placa sensibilizada con el compiejo CL-B,GP-I, datos de la tabla 7

6.1.5. Ensayos de adsorcion en placa sensibilizada con CL

También se realizaron ensayos de adsorcion de la clona C3 y C8 contralaCLy
el complejo CL-B.GP-I (utilizandose a fa misma concentracion para ambos como en el
ensayo anterior) y el remanente de la solucion se midié en placa sensibilizada con CL.
Los resultados se reportaron en % de adsorcion (ver figura 11). Los resultados
muestran un mayor % de adsorcion en la prinﬁera ronda de la clona C3 contra la CL con
respecto a la clona C8 (59.1% vs 20% respectivamente), aungue ya en la segunda
ronda los resultados no varian demasiado (ver tabla 8). Para el caso del % de
adsorcién con el complejo CL3,GP-I se observé una mayor adsorcién en la clona C8
de 51% comparada a la clona C3 de 35.8% en la primera ronda y la absorcién se
mantiene mas elevada para la clona C8 (68%) que la clona C3 (47.86%). Mientras que
se observa en la clona C3 en la primera ronda hay una mayos adsorciéon hacia los
liposomas de CL (59.1%) que contra el liposoma del complejo CL-B.GP-l (35.8%) y la
adsorcion incrementa en la misma proporcién en la segunda ronda (87.3% vs 47.8%,

respectivamente). Para el caso de la clona C8 se observa gue la adsorcion a el




compiejo CLB,GP-l es mucho mayor a la CL en la primera ronda (51% vs 20%,

respectivamente), mientras que en la segunda no se observaron grandes diferencias.

C3 C8
Rondas  B2GPICL* CcL* B2GPI-CL* CcL*
1 0 0 0 0
2 35.8 59.1 51 20
3 479 87.3 68 747
4 95.9 93.9 98.3 100

Tabia 8. Porcentaje de adsorcion de la clona C3 y C8 contra el complejo CL-B-GP-} y la CL en placa
sensibilizada con CL.
*Datos reportados en porcentaje

adsorcion en placa con CL
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Fig. 11. Curva de adsorcion de fa clona C3 y C8 contra CL y el complejo CL-B,GP-I, el remanente fue
medido en placa sensibilizada con CL, datos de la tabla 8.




6.1.6. Ensayos de adsorcién en placa sensibilizada con B2GP-I

Para los ensayos de adsorcién de la clona C3 y C8 con CL y CL-B,GP-I en placa
sensibilizada. La deteccién de la actividad remante se hizo en placas sensibilizada con
B2GP-I libre de CL (ver figura 12). En la tabla 9 se puede observar una mayor adsorcion
en la clona C3 tanto para CL como para el complejo CL-B,GP-l comparado con la clona
C8 tanto en la primera como en la segunda ronda (46.4% y 46.1% vs 35.6% y 34.9% en
la primera ronda y 71.3% y 76% vs 58.6% y 62.4% en la segunda ronda), mientras que
en la cuarta ronda solo la clona C8 presento la adsorcién mas baja (70.2%) comparada
tanto con la absorcion en CL (C8) como con la absorcion de CL y CL-B.GP-! de la clona
C3. Los resultados comparados de CL y del complejo CL-B.GP-I no muestran
diferencias intraclonas.

Cc3* cs*
Ronda B2GPI-CL CL B2GPI-CL CL
1 0 0 0 0
2 46.4 46.1 356 349
3 713 76 58.6 624
4 100 93.7 70.2 90.6

Tabla 9. Adsorcién de las clonas C3 y C8 contra CL y el complejo CL-B,GP-I, en placas sensibilizadas
con B2GP-.* Resultados reportados en % de absorcion.
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Fig 12. Curva de adsorcion de las clonas C3 y C8 contra CL y ef complejo CL-B>GP-1, el remanente fue
determinado en placas sensibilizadas con B.GP-l, datos de la tabla 8

6.1.7. Ensayos de inhibicién con B.GP-I

Con respecto a los ensayos de inhibicién con B,GP-i, se vari¢ la concentracion
de la B.GP-1 y se mantuvo constante la concentracién de los fago-anticuerpos, la
actividad remanente se detect6 en placas sensibilizadas con CL-B.GP-I, en placas con
CL y en placas con B,GP-I (ver figura 13). Para ia clona C3 no se observé una inhibicién
dosis-respuesta, pero la inhibici5n se mantiene constante a las diferentes
concentraciones y con los diferentes antigenos (~ 50% de inhibicidn). Mientras que para
la clona C8 se observa una curva dosis respuesta tanto en placa sensibilizada con
B2GP-1 como en placa con CL, ademas la B,GP-l fue capaz de inhibir la unién a CL con
mas fuerza a una concentracién de 25 pg/mL (67.2%), comparada con las placas
sensibilizadas con B,GP-I y CL-B.GP-1 (22.7% , 33.8% respectivamente) (ver tabla 10).
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C3 Cc8 CN

Mg/mL B2GPI-CL CL B2GPI B2GPI-CL B2GPt CL
25 439 423 49.9 33.8 227 67.2 6.8
12.5 413 48 492 543 238 56.6 6.3
6.25 50.1 33 45.4 27.28 12.2 48.7 55
3.125 36.9 413 37.5 343 10.65 247 6.2

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion para ambas clonas con la B,GP-1 contra CL, el complejo CL-B,GP-f y la
B-GP-l.

%inhibicion con B2GP1
80 -
70 - —e— C3B2GPICL
- 60 —=—C3CL
2 50 . ~—&— C3 B2GP|
2 40 —— C8 B2GPI-CL
o:': 30 1 = . = —%--C8 B2GP|
20 1 " T~ —e—C8CL
13 ] : : : - g \—C8CN
25 125 625 3125
[B2GPI] ug/mL

Figura 13. Curva de inhibicién de las clonas C3 y C8 con B,GP-I, en placas sensibilizadas con CL, el
compiejo CL-B,GP-| y 1a B.GP-1, datos de la tabla 10.

6.2. Modelo murino
6.2.1. Ajuste del inocuio de fago anticuerpo

El ajuste del inoculo de fago anticuerpo en las ratonas (ver figura 14). Mostré que
la concentracion de 1 x 10'° UFC/mL es la mas adecuada ya que en ella se da la mayor
reactividad de los sueros contra el fago M13KO7 para ambas clonas: 0.675 + 0.22 DO
para C3 y 0.611 £+ 0.14 DO para C8 (ver tabla 11.)_ También se observé una alta
reactividad a esa concentracion contra B,GP-l tanto .para C3 como C8 (0.666 + 0.09 DO
y 1.221 £+ 0.52 DO respectivamente). Mientras que para la CL en ambas clonas




encontré mas reactividad a una concentracion de 1 x 10'! (0.361 + 0.19 OD para C3 y
0.336 + 0.10 DO para C8). En el caso de la reactividad contra el complejo CL-B.GP!, la
clona C3 mostré alta reactividad a la concentracién de 1 x 10'® UFC/mL (0.461 £ 0.17

DO) y la clona C8 mostr6 Ila mayor reactividad a una concentracién de 1 x 10" UFC/mL

(0.404 + 0.07 DO).

1 x10'° UFC/mL A-GPI* cL* CL-B,GPI* M13*
Control 0.1545 + 0.03 0.117 +0.02 0.145 + 0.02 0.206 + 0.06
P1(0.1) 0.1876 + 0.06 0.1156 + 0.06 0.162 + 0.07 0.454 + 0.18
C3(0.1) 0.2584 + 0.06 0.31+0.05 0.131 + 0.02 0.155 + 0.05
C3 (1) 0.666 + 0.10 0.2875 + 0.08 0.461 + 0.17 0.675+0.22
C3 (10) 0.6128 + 0.014 0.361+0.19 0.25 + 0.11 0.47 +0.07
C8 (0.1) 0.294 +0.11 0.125 +0.02 0.171 £ 0.06 0.357 +0.12
C8 (1) 1.221 + 0.52 0.306 + 0.04 0.221 + 0.01 0.611+0.14
C8 (10) 0.631 + 0.06 0.316 + 0.09 0.404 £ 0.07 0.53+0.17

Tabla 11. Promedio de la reactividad de los sueros de ratonas inmunizacién con diferentes

concentraciones de fago-anticuerpo. *Resultados reportados en DO a 450 nm

DO 450 nm

i

C3(10)
[10e10] UFC/mL

 control P1(01) C3(0.1) C3(%)

Fig 14. Reactividad de los sueros de las ratonas inmunizadas a diferentes concentraciones de la clonas
C3 y C8. Contra B,GPI, CL y CL-B,GPI, datos de la tabia 11.
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6.2.2. Induccion del SaF en el modelo murino.

6.2.2.1. Reactividad de los sueros contra la B,GP-I

Para conocer la capacidad del fago-anticuerpo en desarrollar las manifestaciones
del SaF y una vez ajustada la concentracion del inoculo, se inmunizo a las ratonas en el
dia cero de embarazo (dia en que se juntaron los machos con las hembras). La
concentracion de los fago-anticuerpos fue de 1 x 10'° UFC/mL. En la fig. 15 se muestra
la reactividad de los sueros contra la B,GP-I. Se observa que los sueros de los ratones
no presentaron diferencias en la reactividad interclonas en el mismo dia de la toma de

muestras. Pero se muestra una tendencia de disminucion de la reactividad intraclona en

los distintos dias de tomada la muestra (ver tabla 12).

Dia
0 7 14 21
o 0.3067 + 0.09 0.3203 £ 0.09 0.257 £ 0.03
P 0.421+18 0.3515+0.16 0.2725 £ 0.02
F 0.357 £ 0.095 0.543 £ 0.01 0.44510.12 0.2835 + 0.05
C3 0.4668 + 0.07 0.4672 £ 0.09 0.3528 £ 0.04
c8 04723 £ 0.11 0.3384+0.72 0.1456 + 0.11

Tabla 12. Promedio de ia reactividad de los sueros contra la B,GP-l en dos diferentes dias de toma de

muestra. Los datos se reportaron en DO a 450nm.




DO 450 nm

Dia

Fig.15 Reactividad de los sueros contra la 3,GP-i, en los diferentes dias de la toma de muestra, datos de
la tabla 12; C= control; P= PBS; F= Fago; C3= clona C3; y C8=clona C8.

6.2.2.2. Reactividad contra CL-B.GP-
En el caso de la reactividad de los sueros contra el complejo CL-8,GP-I, no se

observaron cambios (ver figura 16) y la reactividad se mantuvo constante en las

diferentes tomas de muestra (ver tabla 13) y con los diferentes grupos de inmunizacion.

Dia
0 14 21 23
C 0.1853 £ 0.01 0.186 £ 0.01 0.183 £+ 0.01
P 0.175 £ 0.0288 0.201 £ 0.01 0.213+0.01 0.2355 £ 0.01
F : 0.1923 + 0.01 0.199 £ 0.02 0.2068 £+ 0.01
C3 0.2108 £ 0.01 02132+ 0.02 0.2477 £ 0.06 |
C8 0.2045 + 0.03 0.2138 £ 0.02 0.2358 +0.02 |

Tabla 13. Promedio de la reactividad de los sueros contra el complejo CL-B,GP-I, en los diferentes dias

de la toma de muestras. Resultados reportados en DO a 450 nm. C= Control; P= PBS; F= fago
irrelevante; C3= clona C3; y C8: clona C8.
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Fig. 16 Reactividad de los sueros de los diferentes grupos de ratonas en placas sensibilizadas con el
complejo CL-B,GP-|, datos de la tabla 13, DO a 450 nm. C= Control: P= PBS; F= Fago irretevante; C3=
clona C3; y C8=clona C8.

6.2.2.3. Reactividad contra CL

Para la reactividad contra la CL (ver figura 17) los sueros de las ratonas
inoculados con las diferentes clonas no mostraron cambios a los dias 7 y 14 después
de la inoculacion. No asi el dia 21 donde los sueros de las ratonas de C3 (0.5843 +
0.69) y C8 (0.3634 + 0.06) si presentaron un incremento con respecto a los controles
tanto de PBS como del fago imelevante (0.2345 + 0.07 y 02808 + 0.06

respectivamente) (ver tabla 14).

Dia
0 7 14 2
0.2183 £ 0.04 0.1943 £ 0.01 0.1565 £ 0.025
0.2485 + 0.0319 0.2495 £ 0.012 0.191 £ 0.20 0.2345 £ 007
0.2185 £ 0.01 0.212+0.03 0.2808 + 0.07
0.2555 £ 0.03 0.2656 £ 0.07 0.5843 + 0.69
0.2345 £ 0.03 0.2984 + 0.07 0.3634 £+ 0.06

Tabla 14. Promedio de la reactividad de los sueros de los ratenes inoculados con las diferentes clonas.
Los datos se reportaron en DO a 450 nm. C= control; P= PBS,; F= fago imelevante; C3= clona C3; y C8=
clona C8.
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Fig 17. Reactividad de los diferentes sueros contra CL a diferentes dias de la toma de muestras, datos de
fa tabla 14. C= controf; P= PBS; F= Fago irrelevante; C3= clona C3 y C8= clona CS8.

6.2.2.4. Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

Para determinar la actividad de anticoagulante IUpico, se utilizé muestras de
plasma y se determino el TTPa para cada muestra en diferente dia (ver figura 18). En
la tabla 15 se presentan ios resultados en segundos y como se puede observar en el
dia 7 hay un incremento del TTPa para los plasmas de los ratones inmunizados con la
clona del fago irrelevante (45.05 + 7.6 s), C3 (4182 + 9.1 s) y C8 (606 + 88 s)
comparada al control (8.5 + 2.4 s) y PBS (17.9 s), en el _dia catorce los plasmas de fa
clona del Fago (346 + 6.3 s) y C3 (346 + 132 8) presentaron disminucién, mientras
que los plasmas de las clonas de PBS (61.8 s) y control { 68.2 8} aumentaron. En el dia
21 se observé disminucion del TTPa para los plasmas de la clona de PBS (18.7 s),
control (47.7 + 19.8), y se incremento los plasmas de fago irrelevante (51.7 s), C3 (87.1

+64.6), en tanto que las muestras de la clona C8 no presento coagulacién en un 100%
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Dia
7% 14 21
P 17.90 0000 61.80 £ 0.0000 18.70 £ 0.0000
c 8.50 + 2.4 68.20 £ 0.0000 47.75 + 19.87
F 45.06 £ 7.55 34.60 + 6.31  51.70+0.0000
c8 60.60 + 8.79 60.43 + 15.91 NC
c3 41.82£9.14 34,60 £ 13.22 . 87116463

Tabla 15. Tiempo de Tromboplastina parcial activada, de las muestras de plasma de los diferentes grupos
de ratonas. P=PBS, C= control, F= fago irrelevante, C3= dona C3, C8= clona C8 y NC= No coagul6.
*Tiempo reportado en segundos

180 -
160 - —
140 -
120 -
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b=}
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Y O Dia 21
w

Fig. 18. Tiempo de tromboplastina parcial activada a ios diferentes dias de la toma de muestras, datos de
la tabla 15.

6.2.2.5. Estimacion plaguetaria

En la figura 19 se muestran los resultados del conteo de plaguetas de los
diferentes grupos a distintos dias. Al dia 7 de inoculacién se observa una disminucion
en el numero de plaquetas de las ratonas inmunizada con PBS (328 + 52.3 x 109fL),

Fago irrelevante (323 + 195.3 x 10%L) y la clona C8 (248.6 + 62 x 10%L). En el dia 14




solo las ratonas inmunizadas con el fago irrelevante presento un decremento mayor

(296 + 96.2 x 10%L) y al dia 21 se incremento a 370.6 + 146.1 x 10%L (ver tabla 16).

Dia
0 7 14 21
c* 45831793 446 + 66.8 4433 + €68
px 4535+ 328 £52.3 316 £ 42.4 303.5+14.8
F 55.2 323 £195.3 296 £ 96.2 3706 £ 1461
c3* 435+121.7 324 + 1527 390+ 594
c8* 2485 + 62 3686 +172 3731 149.2

Tabla 16. Estimacion plaquetaria en los distintos dia de la toma de muestras de las ratonas inmunizadas
con las diferentes clonas, C= control; F= fago irrelevante; P= PBS; C3= dlona C3; y C8= clona C8
*Datos reportados en 10%L

acC
m PBS
OFlI
aC3
mC8

10e9 /L

Dia

Fig 19. Estimacion plaquetana de-las muestra sanguineas de las ratonas a los diferentes dias de la toma
de muestra, datos de la tabla 16. C= control; FI= fago irelevante; C3= clona C3; y C8= dlona C8

6.2.2.6. Resorcion fetal

Para observar el desarrollo fetal en las ratonas. Se sacrificaron las ratonas a los
dias 7, 14 y 21. Tanto el dia 7 como e! 14 no se observaron diferencias en el desarrollo
de todos los grupos. Al dia 21, se observo que el 20% de las ratonas inmunizadas con




la clona C3 presentaron resorcion fetal, mientras que las ratonas de los demas grupos

no presentaron alteraciones en el desarrollo fetal (ver ﬂgUra 20).

a) | b)

Figura 20. Uteros de ratonas inmunizadas con las diferentes clonas al dia 21 para determinar la resorcion
fetal. a) Utero de ratona control; b) Utero de ratona inmunizada con la clona C8; y c) Uterc y embrion de
ratona inmunizada con la clona C8.

6.2.2.7. Citocinas

En el perfil de citocinas, se encontré en el dia 14 una disminucién del GM-CSF
en los sueros de lés ratonas inoculadas con el fago irrelevante (117.1 + 1546 pg/mL) y
presento un leve incremento al dia 21 (359.5 + 1426 pg/mL) y para la clona C8 la
expresion de GM-CSF se elevo el dia 21 (1339.3 + 219.3 pg/mL) comparada con el
control (461.5 + 123.3 pg/mL) al dia 21 y con el mismo grupo al dia 14 (524 + 98
pg/mL). La IL-6 presentd un ligero incremento el los diferentes grupos comparados con
el control y al dia 21 se incremento en el contro! comprada con el dia 14 (80.5 + 13.7 vs
13.3 + 6.1 pg/mL respectivamente), disminuyo en el caso del grupo con PBS
comparado con el dia 14 (14.82 + 7.54 vs 4564 + 12 4 pg/mL respectivamente) y se




incremento en el grupo de la clona C3 al dia 21 (480.4 + 153.2 pg/mL) comparada con
el contro! del mismo dia (80.5 + 13.7 pg/mL).

La IL-1B se presento un aumento al dia 14 en la ciona inoculada con PBS (65.8 +
6.7 pg/mL) y un ligero aumento para el grupo de fago irrelevante {(39.4+51pg/mL) y la
clona C8 (29.9 + 3.5 pg/mL) comparada con el control (15.8 + 2.5 pg/mL). Al dia 21 se
observo disminucion en los grupos de PBS (18.3 + 7.6 pg/mL), fago irrelevante (16.9 +
3.5 pg/mL) y ia clona C3 (8.1 +25 pg/mL) comparada con el control (39.9 + 5.5 pg/mL).
En el caso de la IL-2 se encontré aumentada en el grupo de C3 en el dia 14 como en el
dia 21 comparada con el control al dia 14y 21 (268+ 4.5, 97.8+7.5vs 7.2+ 2.5 238
+ 6.5 pg/mL respectivamente). Para la MCP-1 se encontrd un incremento en la clona
C8 al dia 14 (233.5 + 60.6 pg/mL) comparado con el control (105.5 + 20.5 pg/mL) dicho
incremento sé mantuvo al dia 21. En el caso de TNF-a no se observo cambios en el
titulo en el dia 14 de todas los grupos, pero si se observd un incremento al dia 23 en la
clona C8 comparada con el control en el mismo dia (23.67 + 4.8 vs 9.2 + 3.3 pg/mL)
{ver tabla 17).

_ Clona
Controf PBS Fago c3 ce
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
GM-CSF Dfa 14 4195 + 96.03 477.9 £ 160.02 117.1+ 1546 633.1 £ 128.5 524 + 08
Dia 21 4615 +123.3 515.9 +90.32 350.5+1426 490.9+1537 1339.3+219.3
-6 Dia 14 13.3+6.1 4564 +12.4 462+ 0.34 523+85 51.2+17.8
Dia 21 80.5+13.7 14.82 + 7.54 79.1+17.4 480.4 + 1532 54.3+29.1
iL-1B Dia 14 158+25 658167 304+51 18.7+56 299+35
Dia 21 399+55 183176 169435 81425 304+55
L2 Dia 14 72+25 11.4+3.3 13.3+28 268445 8.1+4.1
Dia 21 238+865 249+39 826+59 97.8+75 15.9+51
" MCP-1 Dia 14 1055+205 112.8 +47.4 120.3+14.3 187 +41.8 233.5+606
Dia 21 504 +17.5 40.28 +94 1316 +41.3 62.6+19.8 232.1+306
TNF-u Dia 14 20.31 +2.1 135138 136127 15.1+52 13.51+21
Dia 21 92133 6.3+3.9 106+19 67+33 2367+48

Tabla 17. Cuantificacién de citocinas en los dias 14 y 21 de los diferentes grupos de ratones. Datos

reportados en pg/mL
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6.3. Estudio molecular

Al amplificar las secuencias, ambas secuencias presentaron un tamafo
aproximado de 700pb (ver figura 21a) y la digestidn con la enzima de restriccion Mva |
mostré que ambas clonas presentan un patron de digestion similar (ver figura 21b). En
ambos casos se observaron una banda de 400pb, una de 320 pb, una de 200pb y una
de 100pb.

078 b |
&TEph

§03ps

Figura 21 Patrén electroforetico de las clonas C3 y C8. a) Rescate de los fragmentos de ambas clonas y
b) patrones de digestion de ambas clonas

Al comparar las secuencias de los re-arreglos de C3 y C8, se encontré una
diferencia de 83 pb en la parte 3’ a 60pb de la secuencia de re-arreglos VJ (ver figura
22a), dicha secuencia se puede inferir que es codificable {ver figura 22b).

a) comparacion secuencia de nucleétidos

Ccs GGT GCG GCC GCA GAA CAA AAMA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT

c3 e e P UG S O

GGG GCC GCA TAG ACG ACT GTT GAA AGT TGT TTA GCA AAA CCT CAT ACA GAA AAT
T~~~ —== ——— ——— --G AAG TTT GAT GTA -CC TGG T-T -AG —-G GTC CC- GCGA

TCA TTT ACT AAC GTC TGG AAR GAC GAC AAA CTT TTT AAA ATC
AC- GCC C-C --A ACC CTC -TT T-T --- -GT AG- AGG CG- T-C
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b) comparacién secuencia de aminoacidos

c8 GAAAEQKLISEEDLNGAADTVESCLAKPHTENS
C3 = = = - - - - - - - - - - oo KFDVSWYQQVPGT

FTNVWEKEDDEKLTFIKTI
APKTLIYDSSRRF

Fig 22. Comparacion de secuencias de las clonas C3 y C8 en la parte 3. a) Diferencias en
aproximadamente 83pb; b) comparacion de secuencias en aminoacidos, predichas por la secuencia de
nucledtidos.

Mientras que las secuencias de los re-arreglos obtenidos fueron comparados con
la base de datos VBase, no se encontrd gen Vy, el primer fragmento (antes del
fragmento unidor) de las clonas C3 y C8 presentaron una homologia del 51.5% con la
fraccion FW1 del gen de linea germinal DPL7/VL1.2 (IGLV1S2)+ (ver figura 23a), las
secuencia presenta 32 mutaciones puntuales (ver tabla 18), dichas mutaciones fueron
sustitutivas, mientras que en la secuencia de aminoacidos presenta una homologia del
18% con el producto del FW1 del gen DPL7/VL1.2 (IGLV1S2)+ (ver figura 23b).

a) secuencia nucledtidos

Cg ACG GTC ACC GTC TCC TCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC

c3 ot

DPL7/VL1.2 (IGLV1S2}+ CA- TCT GT- --G A-G CAG CC- C——- T-A —-G T-T -GG
CDR1

TCC TCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA

G- C-——- -—- CAG -G~ ——- ——- A-- —-—— -GC ACT GGG AGC AGC TCC AAC ATC

GGG GCA GGT TAT GAT GTA CAC TGG TAC CAG CAG CTT CCA
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b} secuencia aminoacidos

1 13 i8
Cg TVTV3ISGTTVTVSSGTTV
Lo e TS
DPL7/VL1.2 (IGLV1SZ2)+ QSVYV-TQPPS-SGAPGQR -

Fig. 23. Comparaci6n del primer fragmento con el gen de linea germinal. a) Comparacion de secuencias
de nucledtidos para las clonas C3 y C8 con el gen de linea germinal DPL7/VL1.2 (IGLV1S2)+; b)
Comparacion en secuencia de aminoacidos de los productos génicos de las clonas C3 y C8 con el
producto del gen de linea germinal DPL7/VL1.2 (IGLV1S2)+. -

1er fragmento
Clona C3 c8
Gen DPL7/VL1.2 IGLV1S2)+ DPL7/VL1.2 (IGLV1S2)+
Homologia 51.5% 51.5%
Mutaciones 32/66 32/66
Mutacién S 16 16
Mutacion R 2 2

Tabla 18. Caracteristicas mutacionales del primer fragmento de ambas clonas. S= silenciosa; R=
sustitutiva.

El segundo fragmento del re-arregio (ver figura 24a) de ambas mostré una
homologia del 94.9% con el gen V., de linea germinal de cadena ligera
1b.366F5/DPLS... + y una homologia del 92% con el gen J. de linea germinal JL3b (ver
figura 24c). Ambas secuencias mostraron 14 mutaciones puntuales de 279 pb, 9 de las
14 mutaciones estuvieron presentes en los CDRs y 5 en los FWs (ver tabla 19), todas
las mutaciones presentes fueron sustitutivas. El analisis estadistico mostré que las
mutaciones presentes en los CDRs son dirigidas por antigeno (p=0.0245) (ver tabla 20),
Al evaluar las mutaciones por CDR se encontré que dichas mutaciones tanto del CDR1
como de! CDR2 son dirigidas por antigeno (p=0.023 y p=0.0002 respectivamente),
mientras que las mutaciones en los FW no son dirigidas por antigenos (p=0.365). La
secuencia del gen J mostré 4 mutaciones puntuales, de las cuales todas fueron

sustitutivas. En la secuencia de aminoacidos (ver figura 24c) se observd una homologia
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del 88.1% con el producto del gen Vi 1b.366F5/DPLS5... + y una homologia del producto
génico J. del 66.7% con el producto del gen JL3b (ver figura 24d). '

a) Comparacion en nucleétidos gen V,

C3 cag tct gtg ttg acg cag ccg ccc tca gtg tct gcg gcc

c8 ettt SO

Ib.366F5/DPL5. . . + T

ttt --- gat gta tcc tgg tat cag cag gtc cca gga aca gcc ccc aaa acc ctc

aa— ... t—— ——- TTT TTT TTT mme ——— g m—— —m— = mm e —e e ot ———

att tat gac agt -—— -—— ——— ——— ——_ agt agg cga ttc tca ggg att cct gac

b} Comparacién en amino4cidos gen V.

Cc3 ) Q3SVLTQPPSVSAAPGQEVTISCSGS S
8 - - - - -~ - - - - L oo - - =

1b.366F5/DPL5.+ - - — — — — — - — — _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __




CDR1 CDR2
SHNIGKF-DVSWYQQVPGTAPKTLIYDS- - - - — S R R
- - - -NN-Y- - - - - - L--=----L----N--~- -~ N K -
FSGIPDRFSGSKSG--TSAALDITGLQIGDEATYTYCG
P — = =~ - = - - - - - - - - o - T - - - - -~ - T - - - - - - - - -

¢) Comparacion de nucledtidos gen J;

CB TGCGGGACATGGCGATGAAGGCCTGAGTGG GTG GGT
O T —
JL3b T-- ——=

CAC CGT CCT AG

d) comparacion de amino4cidos gen J;

of; VGVWRRDOQGHREP
o T T R
JL3b L--R----AD- -

TGG CGG AGG GAC CAA GGT

Fig. 24 Comparacién de las secuencias del segundo fragmento con el gen de linea germinal. a)
Comparacién de nucledtidos de ambas clonas con el gen V| de linea germinal 1b.366F5/DPL5.. +; b)
comparacion en aminodcidos de ambas clonas con el producto génico del gen de linea germinal
1b.366F5/DPLS...+; ¢) Comparacién de nucleétidos de ambas clonas con el gen J; de linea JL3b; d)
comparacion en secuencia de aminoicidos predichas por las secuencias de nucledtidos de ambas clonas

con el producto génico dei gen de linea germinal JL3b
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2do fragmento

Clona C3 c8
Gen 1b.366F5/DPLS. ..+ 1b.366F5/DPLS. ..+
Homologia 94.9% 94.9%
Mutaciones gen V 144279 14/279
Mutaciones S 0 0
Mutaciones R 14 14
Mutaciones CDR g 9
Mutaciones FW 5 5
Mutaciones gen J_ 4/30 4/30
Mutaciones S 0 0
Mutaciones R 4 4

Tabla 19. Comparacion mutacional de las clonas C3 y C8 con el gen de linea germinal

1b.366F5/DPL5...+ y JL3b

2do Fragmento, Valor de p

C3 c8
FW total 0.3675 6.36795
CDR total 0.02452 0.0245
Fw2 0.9486 0.9486
FwW3 0.93 0.93
CDR1 0.0232 0.0232
CDR2 0.0002 0.0002

Tabla 20. Analisis estadistico muttinomial de las clonas con el gen de linea geminal 1b.366F5/DPL5...+
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7. Discusion

En la actualidad la metodologia de expresion en fagos filamentosos representa
una importante alternativa en el campo del diagnéstico e investigacion, permite
disefar y bioseleccionar in vitro péptidos ylo completas proteinas que son
expresados en la superficie de bacteriéfagos filamentosos. El péptido y/o proteinas
son fusionados genéticamente a una de las proteinas de la cpside viral. Esta fusion
resuita en el despliegue del péptido y/o proteina en el exterior del fago, en tanto que,
el DNA gue codifica para la fusion queda dentro del mismo fago (Santamaria.
2003).

En el presente trabajo, estudiamos dos clonas de anticuerpos en formato ScFv
generados previamente mediante |a tecnologia de expresién en fagos filamentosos a
partir de linfocitos de sangre periférica de una paciente con SaF primario (Languren
y cols. 2006). En el primer estudio, de la genoteca obtuvimos tres clonas con alta
reactividad, dos contra B.GP-l y una contra protrombina (Languran y cols. 2006). A
partir de la misma genoteca, obtuvimos dos clonas mas a las que denominamos C3
y C8, ambas clonas presentaron alta reactividad medida por @ ODgssonm contra el
complejo CL-B,GP-l, mediana reactividad contra la B2GP-I libre de FL y baja
reactividad contra CL (ver figura 7 y 8).

El analisis de la reactividad de las clonas C3 y C8 contra fosfolipidos, ambas
reconocieron tanto con FLs aniénicos como neutros, pero con afinidades diferehtes,
lo que sugiere que el grupo fosfato de la CL juega un papel muy importante en la
unidn. Las clonas presentaron reactividad cruzada contra los diferentes antigenos
probados (CL-B.GP-I, B.GP-ly CL) La especificidad de la reactividad se comprobé
por ensayos de inhibicion. La clona C3 mostré inhibicién a la union de CL-B.GP-I,
B2GP-l y CL cuando se incubé con el mismo antigeno. En tanto que la actividad de
la clona C8 contra el complejo CL-BGP-I, B.GP-1 o CL se inhibid con el complejo
CL-B2GP-I, B.GP-l o CL solubles, efecto ocasionado por el incremento en la

densidad del antigeno dado tanto de la solucién de inhibicién como del antigeno en
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la placa. Resultados similares fueron obtenidos por Roubey cuando incubd aFL con
B2GP-l en placas irradiadas, el propone que el reconocimiento del antigeno por los
aFL se debe al incremento en la densidad del mismo y no a la exposicidn de
epitopes cripticos (Roubey y cols., 1995). lgarashi sugiere |la importancia de la union
bivalente de los aFL de baja afinidad y ademas que puede existir la posibilidad de
que el proceso de dimerizacién del antigeno permita la exposicién de ciertos
epitopes cripticos (Igarashi y col., 1996). Por lo que el incremento en la densidad
antigenica y la exposicién de ciertos epitopes pueden estar intimamente
relacionados con el desarrollo del SaF.

En cuanto a la capacidad patogénica de las clonas C3 y C8, ambas produjeron
manifestaciones clinicas y de laboratorio del SaF y ninguna de las dos clonas rompio
la red de regulacion idiotipo-anti-idiotipo e indujo la generacién de anticuerpos
ap-GP-I, pero si observamos incremento en la reactividad contra el complejo CL-
B2GP-I. En el.caso de la clona C3 el 20% de las ratonas al dia 21 mostraron un
incremento importante en la reactividad contra CL (figura 17), ademas presentaron
resorcion fetal, manifestacion clinica que se traduce en el humano como perdida
fetal, y TTPa elevado.

El 100% de las ratonas inoculadas con la clona C8 presentaron un leve
incremento en la reactividad contra CL y TTPa elevado, es decir actividad de
anticoagulante lapico. No detectamos disminucién en el numero de plaquetas en
ningun grupo. Nuestros resultados muestran que ias clonas obtenidas pueden ser
patogénicas y que el rompimiento de la red idiotipo anti-idiotipo tiene un papel
importante en la induccién del SaF en nuestro modelo. La modificacion de la red
idiotipo anti-idiotipo en el desarrollo del SaF fue documentada previamente por Blank
y cols. en 1994 y posteriormente, en 1999 demostrando |a capacidad de inducir SaF
experimental en modelos murinos tras la administracion de - anticuerpos
monoclonales de isotipo IgM obtenidos de un paciente con SaF secundario y
anticuerpos en formato ScFv. Las ratonas que incrementaron los titulos de aCL,

ap.GP-I, tuvieron trombocitopenia, TTPa prolongado y resorcion fetal (Blank y cols.
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1994, Blank y cols. 1999). Ghavari y sus colaboradores reportaron que al inocular
ratones PL/J con anticuerpos que reconocen péptidos de determinantes antigénicos
de CMV, se incrementa la adhesién de leucocitos a células del endotelio y hay
ademas aumento en la formacion de trombos (Gharavi y cols. 2002). Aunque no solo
los anticuerpos aFL son capaces de generar rompimiento de la tolerancia, Tincani
en el 2002 demostré que al inocular ratones con B.GP-I humana, se rompe la
tolerancia y se incrementan los titulos de ap,GP-I humana, bovina y de ratén, con lo
que demostraron que se generan anticuerpos contra epitopes compartidos por las
B2GP-I de las tres especies (Tincani y cols. 2002). Blank y cols. por su parte
identificaron, de una biblioteca de hexapéptidos de la B,GP-I expresados por fagos
filamentosos, tres péptidos que fueron reconocidos por anticuerpos monoclonales
anti-B2GP-1 humanos, los tres péptidos inhibieron la activacién endotelial in vitro y

previnieron el SaF experimental (Blank y cols. 1999).

En los mecanismos de inmunorregulacion, las citocinas juegan un papel muy
importante tanto en los procesos normales como en algunas patologias durante el
embarazo. Los estudios de los niveles de citocinas en enfermedades autoinmunes
muestran secrecion de multiples proteinas, fenémeno al que se le ha llamado
perfiles de citocinas. En pacientes con lupus eritematoso generalizado, se ha
descrito la disminucién de los niveles de IL-2 y presencia de defectos en la
respuesta de linfocitos de sangre periférica después del estimulo con
fitohemaglutinina o concavalina A (Murakawa y col. 1988). En pacientes con SaFP,
Ahmed reporté que no hay correlacién entre los niveles de IL-2 y TNF con las
manifestaciones clinicas del SaFP (Ahmed y cols. 1992). Fishman por su parte
observo que al inducir el SaF experimental en ratones balb/c con el anticuerpo
monoclonal H3, los esplenocitos de dichos ratones después del estimulo con
concavalina A disminuyen la produccién de IL-2, IL-3 y el factor estimulante de
colonias de granulocitos y monolitos (GM-CSF) (Fishman y cols., 1992). En nuestro
estudio observamos que hay incremento en los niveles de IL-2 en los sueros de las
ratonas inoculadas con el fago-anticuerpo de la clona C3 a partir del dia 14 y se

mantiene hasta el dia 21. Nuestros resultados confirman lo reportado por Chaouat y

76




cols. en 1980, quién ademas observé un incremento de TNFq e IFNy en pacientes
con pérdida fetal recurrente (Chaouat y cols. 1990; Raghupathy. 2001). En relacion
al GM-CSF, en las ratonas inoculadas con C3, aumentaron sus niveles el dia 14 y
disminuyeron al dia 21, lo cual podria explicar la perdida fetal, debido a que el
incremento de GM-CSF es importante durante el embarazo junto con IL-3 ya que
permiten el desarrollo normal de la plabenta y del producto, ademas de evitar la
pérdida fetal por la disminucién de la actividad por parte de las células NK (Fishman
y cols., 1992).

Las ratonas inocuiladas con la clona C8 presentaron incremento en los niveles de
GM-CSF hasta el dia 21. IL-6 aumenté hasta el dia 21 en el grupo de ratonas
inoculadas con el fago anticuerpo de la clona C3, fenémeno que ocurrié con

disminucion en los niveles de IL-18 en el dia 14 y 21,

El grupo de ratonas inmunizadas con la clona C8 mostraron incremento tanto de
IL-6 como IL-1B8 al dia 14 manteniéndose hasta al dia 21 E| resultado de IL-1B
concuerda con lo reportado, debido a que el aumento de {L-1B esta implicado en la
implantaciéh del embridn (Simon y cols. 1994). En modelos murinos el bloqueo de
~ receptores de IL-1 antes del periodo de imptantacién da como resultado la inhibicién
de la implantacion (Simén y cols. 1994). En el caso de la IL-6 los niveles no se
alteraron, lo que confirma las observaciones de Ahmed, quien no observé relacion
de los niveles de IL-6 con el desarrollo de SaF primario y lupus (Ahmed y cols.
1992).

La molécula MCP-1 estuvo incrementada en los sueros del grupo de ratones
inoculados con la clona C3, el incremento se observé el dia 14 con disminucién al
dia 21. En los sueros de las ratonas del grupo inmunizado con la clona C8
observamos incremento de MCP-1 al dia 14 y se mantuvo hasta el dia 21, nuestros
datos discrepan de los reportados previamente. Cho y cols que observaron
incremento de MCP-1, el cual correlacioné con los titulos altos de aCL IgG, con lo
que propone que los aCL pueden incrementar la produccién de MCP-1 por las
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células endoteliales, lo que facilita la migracion de monocitos al endotelio, la
activacion endotelial, ocasionando la formacion de trombos (Cho y cols. 2002).
Chaiworapongsa observd el mismo efecto y lo relaciond con un alto resgo para
desarroliar pérdida fetal {Chaiworapongsa y cols. 2002).

El grupo de ratonas inmunizadas con la clona C8 mostré un incremento en lo
niveles de TNF-o al dia 21, sin embargo, no observamos alteraciones en el
desarrollo embrionario. En éste sentido, Ahmed y colaboradores observaron en
humanos que no existe correlacion entre fos niveles TNF y manifestaciones clinicas
del SaF (Ahmed y cols. 1992). Berman, por el contrario, observd correlacién entre
los niveles de TNF y la pérdida fetal en un modelo murino (Berman y cols. 2005).

Los estudios moleculares mostraron que ambas clonas tienen el mismo patron de
digestion y el andlisis de las secuencias revelé que usan los mismos genes. Sin
embargo, una parte de la secuencia que flanquea a los re-arreglos presenta
diferencias entre las clonas. Dicha diferencia puede generar un rearreglo
conformacional distinto con reactividades diferentes. Por otro lado, al analizar las
secuencias no identificamos rearreglos de cadenas pesadas, Unicamente rearregios
de cadenas ligeras. En el caso del primer fragmento antes del peptido de uniodn, las
secuencias tienen una homologia del 51.5% con el FW1 de gen DPL7NL1.2
(IGLV182) con gran cantidad de mutaciones sustitutivas, por lo que es posible que
la secuencia no pertenezca al gen en cuestion, y solo sea una secuencia irelevante
producto de la manipulaci()n de los re-amreglos. El segundo fragmento mostrd una
homologia del 94.9% con el gen V| 1b.366F5/DPL5...+ y 92% con el gen JL3b. Este
re-arreglo es el mismo de las dos clonas reportadas por Languren y cols. en el 2006,
pero varian en el numero, y el sitio de localizacion de las mutaciones tanto para el
gen Vi como el gen JL3b. Ademas, el analisis binomial de los CDRs de las clonas
de Languren mostré que las mutaciones no son dirigidas por antigeno, en tanto que,
el analisis mutacional de ias clonas del presente estudio mostré que las mutaciones
localizadas en los CDRs 1 y 2 son dirigidas por antigeno. El analisis global de las

mutaciones no mostré diferencia significativa.

78




Por otro fado, nuestros resultados indican que la reactividad esta dada
principalmente por el rearreglo de la cadena ligera. Este mismo efecto fue reportado
por Kumar quién manipulé el re-arreglo de la cadena pesada de un anticuerpo
monoclonal con actividad aFL y observo que no se afects la afinidad, no asi cuando
modificd el re-arreglo de la cédena ligera con lo que se incrementé la reactividad a
otro antigeno (Kumar y cols. 2005). En contradiccion a nuestros resultados y a los
de Kumar, un metanaiisis reportado por Giles y colaboradores mostré que tanto la
cadenas pesada como la cadena ligera son importantes para el reconocimiento de la

CL (Giles y cols. 2003). Se requieren mas estudios para esclarecer la participacion

de los re-arreglos de las cadenas pesadas y ligeras en el reconocimiento de los-

autoantigenos relacionados con los anticuerpos patogénicos presentes en los
pacientes con SaF y en el modelo murino del mismo.
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8. Conclusiones

La clona C3 reconoce a la BoGP-I libre de FL en fase sélida, al complejo CL-
B2GP-i, FTS, DNAdc, FTG y tiene poco reconocimiento por CL libre de B,GP-I.

La clona C8 reconoce a la B,GP-l en fase sélida, con menor reactividad a los
fosfolipidos: FTS y FTG. Ademas, presenta una fuerte reactividad contra el
complejo CL-B,GP-I y una baja reactividad contra la CL libre de B,GP-I.

La CL y el complejo CL-B,GP-l inhiben la reactividad de las clonas C3 y C8
contra CL, CLB.GP-|, en tanto que la B2GP-I soluble no inhibe la reactividad de
las clonas contra los diferentes antigenos

El 20% de las ratonas del grupo inoculado con C3 presentd resorcion fetal y
titulos altos de anticuerpos anti-CL.

El 20% de las ratonas inoculadas con C3 y el 100% de los inoculados con C8
mostraron TTPa prolongado en el dia 21, es decir mostraron actividad de
anticoagulante IUpico

Los sueros de las ratonas inoculadas con la clona C3 presentaron incremento de
las citocinas IL-2 e IL-6 y los sueros de las ratonas inoculados con la clona C8
presentaron incremento de GM-CSF, MCP-1 y TNF.

Las clonas C3 y C8 tienen el rearreglo genético V, 1b.366F5/DPL5... + y JL3b.
No identificamos el gen V4. Ademas presentaron diferencias en el extremo 3’ de
la secuencia.
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9. Anexo |

2xYT

Bacto-triptona | 16 g
Bacto-extracto de levadura 10 g

NaCl 10 g

H20 aforara 1L
pH 7.4

Dietanolamina (DEA)

DEA 10 %
Cl-Mg 0.5 mM
pH 9.8

Medio Minimo Esencial M9 (5x)

Na;HPO,-7H,0 84 g
KH, PO, 15g
NaCl ' 2.5g
NH,CI . 5g
H,O 1L

Esterilizar en autoclave
a 800 mL de HO adicionar 200 mL de M9 (5x)

MgSO4 1M 2mL
Glucosa 20 % 20 mL
CaCl, 1M 0.1 mL
Tiamina : 10 pg/mL
Agar 18¢g
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2xYTA
Medio 2xYT
Ampicilina 100 pg/mL

2xYTAG
Medio 2xYTA

Glucosa 2%

2xYTAK
Medio 2xYTA

Kanamicina 50 pg/mL

Tris-acetato-EDTA (TAE) 1x

Tris-base 484 g
Acido acetico glacial 1.2mL
EDTAOS5M 0.2mL
PBS 1x

NaCl 8g

KCI 0.2g
Na,HPO, 115g
KHoPO, 02g

HQO aforara1lL
oH | 7.2
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