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“Después de escalar  

Una montaña muy alta, 

Descubrimos que hay muchas 

Otras montañas por escalar” 

 

Nelson Mandela 
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Abstract 

Several studies have shown that conformational changes of β2glycoprotein-I 

(β2GPI) when bound to negatively charged components expose cryptic epitopes 

and promote subsequent binding of anti-β2GPI from patients with antiphospholipid 

syndrome (APS). However, the role of the carbohydrate chains of β2GPI in this 

anti-β2GPI reactivity is poorly understood.  

We therefore studied the reactivity and inhibition of anti-β2GPI antibodies 

from APS patients with native, partially deglycosylated β2GPI (dpβ2GPI; without 

sialic acid) and completely deglycosylated β2GPI (dcβ2GPI). To determine the 

potential biologic importance of these glycoforms and their interaction with anti-

β2GPI in vitro, stimulation assays were performed with the U937 cell line.  

We found an increased reactivity of anti-β2GPI against dpβ2GPI and 

dcβ2GPI compared to native 2GPI. Both deglycosylated 2GPI isoforms showed 

higher inhibition of the anti-2GPI reactivity than the native protein in soluble-

phase. Likewise, the antibody-glycoform complexes increased the synthesis of IL-

6, IFNγ and TNFα and the expression of HLA-DR, CD14 and CD11c in U937 cells.  

Our work suggests that the partial or complete removal of the carbohydrate 

chains uncover cryptic epitopes present in β2GPI. The differentiation and increased 

synthesis of pro-inflammatory cytokines by U937 cells in vitro may have pathogenic 

implications. 
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Resumen 

 Diversos estudios han demostrado un cambio conformacional de la 

β2glicoproteína-I (β2GPI) cuando se une a componentes de carga negativa, 

permitiendo una subsecuente unión de anticuerpos anti-β2GPI en pacientes con 

síndrome de anticuerpos antifosfolípidos (SaF). Sin embargo, el papel de la 

cadena de carbohidratos de la β2GPI en la reactividad de los anticuerpos anti-

β2GPI es desconocido.  

Para determinar su papel, realizamos estudios de reactividad e inhibición de 

anticuerpos anti-β2GPI de pacientes con  SaF con β2GPI nativa, parcialmente 

desglicosilada (pdβ2GPI; sin ácido siálico) y completamente desglicosilada 

(cdβ2GPI). Para determinar la importancia biológica de estas glicoformas y su 

interacción con la anti-β2GPI, estimulamos células U937.  

Encontramos un incremento en la reactividad de anticuerpos anti-β2GPI contra 

pdβ2GPI y cdβ2GPI comprada con la reactividad contra β2GPI nativa. Además, 

ambas glicoformas presentan un incremento en la inhibición de los anticuerpos 

anti-β2GPI comparada con la β2GPI nativa en fase soluble. Por otro lado, el 

complejo anticuerpo-glicoformas incrementa la síntesis de IL-6, IFN y TNFα, 

además de la expresión de HLA-DR, CD14 y CD11c en Células U937.  

Nuestro trabajo sugiere que la remoción parcial o total de los carbohidratos 

permite la exposición de epítopos crípticos presentes en la β2GPI y la 

diferenciación e incremento en la síntesis de citosinas pro-inflamatorias por las 

células U937 in vitro pueden tener un papel patogénico. 
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1. Introducción 

1.1 Historia 

Los primeros estudios relacionados con la presencia de los anticuerpos 

antifosfolípidos (aFL) se realizaron en 1906, cuando Wasserman et al. identificaron 

sueros de pacientes con sífilis que reaccionaban contra los extractos de tejido de 

pacientes con la misma enfermedad. Esta reacción inicialmente se le atribuyó a la 

presencia de anticuerpos dirigidos contra epítopos derivados del Treponema 

pallidum y se le denominó “prueba de reagina de Wassermann”. Aunque, estudios 

posteriores encontraron resultados similares utilizando tejido de sujetos sanos y 

animales1. Fue hasta 1941, cuando Pangborn aísla por primera vez uno de los 

componentes principales de la prueba de reagina a partir de corazón de ternera. El 

componente aislado fue la cardiolipina (difosfatidilglicerol; CL), la cual junto con la 

lecitina y el colesterol forman la base actual de la prueba para la detección de 

reagina en pacientes con sífilis, a este estudio se le conoce como VDRL (acrónimo 

del idioma inglés Veneral Disease Research Laboratory)1,2. 

En 1952, Moore y Mohr Identificaron que en algunas circunstancias la prueba 

de VDRL puede dar falsos positivos, como en ciertas infecciones virales agudas, 

en vacunación con partículas virales y en respuestas autoinmunes2. Por otro lado, 

en ese mismo año, Conley y Hartman reportaron dos casos de pacientes que 

presentaban desordenes hemorrágicos con TTPa prolongados y además daban 

VDRL falso positivo. A este fenómeno posteriormente se le denominó 

“anticoagulante lúpico” (AL). Siendo su efecto principal la prolongación en los 
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tiempos de coagulación en las pruebas dependientes de fosfolípidos in vitro y 

además puede dar falsos positivos en pacientes que no padecen de sífilis3,4. 

Posteriormente en 1983 Harris et al. describen la técnica del 

radioinmunoensayo, que permitió la detección de los anticuerpos anti-CL (aCL) y 

cinco años más tarde, ellos mismo estandarizaron el “ELISA” (acrónimo del idioma 

inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)5,6. Fue entre los años de 1983 al 

1985, cuando Hughes publica una serie de artículos describiendo la asociación de 

distintas manifestaciones clínicas con la presencia de anticuerpos aCL. A esta 

entidad clínica se le denominó posteriormente “síndrome de anticuerpos 

antifosfolípidos” o “síndrome de Hughes”7. En 1989 Alarcón-Segovia y Sánchez-

Guerrero publican por primera vez los criterios de clasificación de pacientes que 

presentan manifestaciones clínicas y datos de laboratorio para el síndrome de 

anticuerpos antifosfolípidos (SaF) y que no presentaran manifestaciones clínicas 

de otras enfermedades autoinmunes, principalmente Lupus Eritematoso 

Generalizado (LEG); a esta entidad clínica se le denominó como “síndrome de 

anticuerpos antifosfolípidos primario” (SaFP) para  así poderla diferenciar del 

“Síndrome de anticuerpos antifosfolípidos secundario” (SaFS) donde se presentan 

las manifestaciones del SaF, con signos y síntomas de otras enfermedades 

autoinmunes principalmente LEG8. 

1.2 Síndrome de anticuerpos antifosfolípidos (SaF). 

El SaF es una enfermedad autoinmune multifactorial, que se caracteriza por la 

presencia de trombosis a nivel arterial y/o venoso. Además, en mujeres se 
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presentan abortos recurrentes asociados a la presencia de títulos altos de 

anticuerpos antifosfolípidos1,9. La oclusión de arterias y/o venas afecta a distintos 

órganos con un amplio espectro de manifestaciones clínicas, entre las que se 

encuentran: alteraciones neuronales, cardiacas, renales, hematológicas 

endocrinas, gastrointestinales, pulmonares, dermatológicas, obstétricas y 

vasculares aunque, únicamente la trombosis y los abortos recurrentes están 

consideradas en los criterios de clasificación de Sydney para el SaF10,11 (tabla 1). 

1.3 Anticuerpos antifosfolípidos (aFL) 

Inicialmente, se definieron los aFL como anticuerpos dirigidos contra la CL. 

Pero, actualmente, se denomina aFL a un grupo heterogéneo de anticuerpos que 

van dirigidos no sólo contra FL, sino también contra proteínas plasmáticas que se 

unen a FL. Estos anticuerpos son detectados mediante dos pruebas distintas, una 

para la detección directa de los aFL en fase sólida (ELISA) y la otra para la 

detección indirecta con base en las pruebas de coagulación para la detección del 

AL (vg. tiempo de protrombina [TP], tiempo de tromboplastina parcial activada 

[TTPa] tiempo de coagulación por Caolín [TKC] y tiempo del veneno de víbora 

Russell [TVVR])12. 
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Tabla 1. Criterios de clasificación de Sydney para el síndrome de anticuerpos antifosfolípidos  

Criterios Clínicos 

Trombosis vascular 

 ≥1 episodio clínico de trombosis arterial, venosa o de vasos pequeños, en algún órgano o tejido. 

 Trombosis confirmada por estudios de imagen o histopatológico 

 Trombosis presente sin evidencia de inflamación en la pared vascular 

Morbilidad en el embarazo 

 ≥1 muerte inexplicable de un feto normal morfológicamente o antes de las 10 semanas de 

gestación, con morfología del feto normal documentada por ultrasonido o por examen directo del 

feto 

 ≥1 nacimiento prematuro de un neonato normal morfológicamente antes de las 34 semanas de 

gestación debido a eclampsia, preclamsia severa o características específicas de insuficiencia 

placentaria. 

 ≥3 abortos espontáneos recurrentes inexplicables antes de la décima semana de gestación, con 

exclusión de anormalidades anatómicas maternas, hormonales o cromosómicas 

Criterios de laboratorio 

Anticoagulante lúpico 

 Presente en plasma en ≥2 ocasiones en <12 semanas, detectado de acuerdo a los lineamiento de la 

Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (Subcomité científico sobre AL/anticuerpos 

dependientes de FL) 

Anticuerpos anticardiolípina de isotipo IgG y/o IgM 

 Presente en suero o plasma a títulos medios y altos (≥40 GPL o MPL o > a la percentila 99) en >2 

ocasiones en  <12 semanas, medido por un ELISA estandarizado  

Anticuerpos anti-β2GPI de isotipo IgG y/o IgM 

 Presente en suero o plasma (titulo > a la percentila 99), ≥2 ocasiones en <12 semanas, medido por 

un ELISA estandarizado, de acuerdo a los procesos recomendados  

*Se diagnóstica al paciente con SaF si hay ≥1 criterio clínico más 1 criterio de laboratorio. Tabla modificada 

de Miyakis et al.
10
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Actualmente se han descrito más de 40 posibles antígenos de los aFL 

presentes en plaquetas, endotelio vascular o en forma soluble en el torrente 

sanguíneo y se pueden clasificar en seis grupos, dependiendo de su estudio e 

importancia en el SaF los cuales denominan: a) Grupo 1, aquellos bien definidos y 

estudiados [β2GPI, protrombina, proteína C y S y anexina V]; b) Grupo 2, aquellos 

que son aceptados, pero poco estudiados [trombina, anexina 2, C4, factor H, 

cininógenos, calicreína, FVII/FVIIa y antitrombina]; c) Grupo 3. FL puros [CL, 

fosfatidilserina (FTS), fosfatidiletanolamina (FTE), fosfatidilinositol (FTI), 

fosfatidilcolina (FTC), CL oxidada y LDL oxidada]; d) Grupo 4, alguna veces 

relevantes [plasmina, factor tisular (FT), inhibidor del FT, factor activador de 

plaquetas y CD40/CD40L]; e) Grupo 5, asociados a aFL [CD36, trombomodulina y 

fosfolipasa A2]; f) Grupo 6, implícitos por definición [FVIII, FX, FXI y FXII]13 y otros 

antígenos que aún se desconoce su importancia en el SaF14. 

1.4 Mecanismos patogénicos de los aFL 

Los aFL pueden interactúan por dos mecanismos patofisiológicos distintos. En 

el primero, se alteran las reacciones hemostáticas que ocurren en las membranas 

de ciertas células (plaquetas y células endoteliales) y en el segundo se altera la 

cinética de coagulación-anticoagulación por reacción cruzada con proteínas de 

unión a membrana y por inhibición en la interacción de proteína-FL [Tabla 2]15. 
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Tabla 2. Mecanismos de trombosis mediados por aFL en el SaF  

1. Reacción de inhibición de anticoagulantes 

 

1.1 Inhibición de la proteína C reactiva 

 

1.2 Inhibición de la actividad antiprotrombina 

 

1.3 Desplazamiento de la anexina V 

 

1.4 Inhibición de la actividad anticoagulante de la 

β2GP-I 

 

a) Inhibición de la activación de 

la proteína C 

b) Inhibición de la proteína C 

activa 

2. Eventos mediados por células 

 

2.1 Monocitos 

  

2.2 Células endoteliales 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Plaquetas 

 

a) Expresión del factor tisular 

 

a) Incremento en la actividad 

procoagulante de la células 

endoteliales 

1) Expresión del factor tisular 

2) Expresión de moléculas de 

adhesión 

b) Alteración de la fibrinólisis 

c) Desregulación de 

eiocosanoides 

1) Decremento en la producción 

de PGI2 por parte de las 

células endoteliales 

 

a) Incremento en la producción 

de tromboxano A2 

 

Tabla modificada de Espinosa et al.
15 

 



 
 

21 
 

1.5 Anticoagulante lúpico (AL) 

El AL es un grupo heterogéneo de inmunoglobulinas de isotipos IgG, IgM e IgA 

que interfieren con las pruebas de coagulación in vitro dependientes de 

fosfolípidos TP, TTPa, TCK y TVVR [Figura 1]12,16. Las primeras evidencia del AL 

fueron reportadas por Conley y Hartmann, que encontraron pacientes con LEG 

que presentaban TTPa prolongados y, originalmente, lo asociaron a desórdenes 

hemorrágicos3. Fue hasta 1972 cuando Feinstein y Rapaport introducen el nombre 

de “Anticoagulante Lúpico”17 y en 1975 Nilsson et al. describen la primera 

asociación del AL con abortos espontáneos recurrentes18.  

Si bien, el fenómeno de AL se define en los ensayos in vitro con prolongación 

en los tiempos de coagulación, en los fenómenos in vivo se desarrolla un efecto 

procoagulante16, esto principalmente debido a la ausencia de la anexina V que 

cubre la superficie de la bicapa lipídica e inhibe la formación de los complejos 

procoagulantes, cuando no está presente la anexina V el complejo aFL-β2GPI 

puede prolongar los tiempos de coagulación, ya que se incrementan la afinidad de 

la β2GPI por las membranas celulares reduciendo la disponibilidad de los factores 

de coagulación. Por otro lado, los complejos también pueden favorecer el 

desplazamiento de la anexina V, incrementando la cantidad de fosfolípidos 

expuestos al medio e induciendo la cascada de coagulación19. 

Antes de la identificación de la participación de la β2GPI en el AL, se 

reportaban algunos subtipos de AL de acuerdo con el comportamiento de 

inhibición del coágulo en TKC20,21 y fue hasta 1992 cuando Oosting et al. y Roubey 
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et al. demostraron que algunos AL dependen de la β2GPI para ejercer su actividad 

anticoagulante, estableciendo así a la β2GPI como uno de los principales 

antígenos del AL22,23. Por otro lado, en 1991 Bevers et al. describen la importancia 

de la protrombina (PT) en la reactividad de algunos AL24, demostrando que la PT 

actúa como otro antígeno de los aFL específicamente en aquellos pacientes con 

AL positivo. Actualmente, se puede diferenciar la actividad de AL dependiente de 

la β2GPI y la dependiente de PT, debido a que al adicionar CL se inhibe la 

actividad del AL dependiente de β2GPI no así la dependiente de PT en el ensayo 

de TTPa, ya que la β2GPI se une principalmente a CL, mientras que la PT se une 

a FTS25. 

1.6 Anticuerpos anticardiolipina (aCL) 

Los aCL son anticuerpos de isotipo IgG, IgM e IgA que reconocen el complejo 

CL-β2GPI, los cuales están relacionados con la patogénesis del SaF. Aunque 

también existen los denominados aCL “verdaderos” que reconocen a la CL en 

ausencia de β2GPI o PT y están relacionados con enfermedades infecciosas a 

títulos elevados26 y además están presentes en individuos sanos (como 

anticuerpos aFL naturales ocultos, entre otros)27.  

Actualmente los ensayos comerciales para la detección de los aCL únicamente 

detectan el complejo CL-β2GPI, por lo que no es posible la detección de los aCL 

verdaderos, debido a que los anticuerpos aCL dirigidos contra el complejo CL-

β2GPI presentan una mayor asociación con las manifestaciones clínicas del SaF 

que los aCL verdaderos28,29. Además, se observa el mismo efecto sobre los aCL 
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cuando se utiliza la β2GPI de otras especies (vg. rata, ratón y  bovina, las cuales 

tienen una alta homología con la β2GPI humana [>85%]) explicando así por qué 

los anticuerpos son detectados en ensayos convencionales en presencia de la 

β2GPI bovina, cuando se usa suero bovino fetal como agente bloqueante30.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Detección del AL. Procesos donde participan las pruebas de detección del AL en la 

cascada de coagulación dependiente de fosfolípidos. TTPa y TKC vía intrínseca, TP vía extrínseca 

y TVVR vía común.  
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1.7 β2-glicoproteína I  

La β2GPI es una glicoproteína plasmática de 326 residuos de aminoácidos con 

un peso aproximado de 50 kDa. El 20% de su peso total lo componen los 

carbohidratos [Figura 2A]. Se encuentra en plasma a concentraciones entre 150 a 

300µg/mL31,32. Anteriormente se le denominaba como apolipoproteína H por su 

asociación con lipoproteínas cuando fue descubierta; actualmente sólo se 

denomina β2GPI33. Es sintetizada en hígado y placenta34,35. Por su conformación 

tridimensional se puede ubicar dentro de la superfamilia de proteínas reguladoras 

del complemento (Complement control protein; CCP)36 aunque no cumpla esa 

función, las CCP se caracterizan por presentar dominios repetidos de 

aproximadamente 60 residuos de aminoácidos unidos por puentes disulfuro 

denominados dominios “Sushi” [Figura 2B]32 . Además la β2GPI presenta un sitio 

de unión a FL que se localiza en el dominio V [figura 2C], en una región rica en 

lisinas presente entre los residuos de aminoácidos del 280 al 28837,38. Por otro 

lado, contiene cinco cadenas de carbohidratos de N-glicosilaciones, cuatro en el 

dominios III (N149, N162, N184 y N194) y una en el dominio IV (N253)39. Estas 

cadenas de carbohidratos presentan pequeñas modificaciones en sus terminales 

lo que se denomina microheterogeneidad de la β2GPI [Figura 2D] y son capaces 

de alterar la afinidad hacia los FL entre 0.1 a 2.0 μM40. 

Por otra parte, la β2GPI se encuentra en circulación sanguínea en forma 

cerrada [Figura 3A], interactuando el dominio I con el dominio V, aunque también 

se ha descrito la interacción del dominio I con los carbohidratos presentes en el 

dominio III dando lugar a la forma S [figura 3B]41. Cuando la β2GPI se une a los FL 
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se produce un cambio conformacional de la estructura terciaria de la proteína 

[Figura 3C] permitiendo la exposición de epítopos crípticos, los cuales son 

reconocidos por los aFL [Figura 3D]42,43. 

 

Figura 2. Estructura conformacional de la β2GPI. A) Conformación tridimensional de la 

β2GPI, en verde sitio de unión a FL, azul fuerte cadenas de carbohidratos, en rojo estructura β-

plegada y en azul claro plegamiento aletorio; B) Representación esquemática de los dominios tipo 

“sushi” de la β2GPI y C) conformación tridimensional de los dominios I y V; y D) Representación 

esquemática de la cadena de carbohidratos (microheterogeneidad), cadena con terminales iguales 

(completa) y con terminales distintas (híbrida). Figura modificada de Bouma et al.
37

 y Koike et al.
93
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Figura 3. Modelo del cambio conformación β2GPI: A) β2GPI cerrada, interacción entre el 

dominio I, V y las cadenas de carbohidratos presentes en el dominio III; B) β2GPI en forma S, 

interacción entre el dominio I y los carbohidratos y C) β2GPI abierta. En rojo se representan las 

cadenas de carbohidratos; D)  Mecanismo de unión de anticuerpos a la β2GPI, los aFL no se 

pueden unir a la β2GPI libre, cuando la β2GPI se une a la membrana sufre un cambio 

conformacional que permite la exposición del epítopo en el dominio I y es reconocido por los aFL, 

el reconocimiento se estabiliza por la dimerización de la β2GPI. Figura modificado de Agar et al.
41

 y 

de Laat et al.
62
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La principal función descrita de la β2GPI es su capacidad anticoagulante, ya 

que es capaz de interaccionar con diversos componentes de la cascada de 

coagulación y de la vía fibrinolítica [Figura 4] ocasionando prolongación del tiempo 

de generación de trombina32,44. La β2GPI compite con los factores de coagulación 

en la unión a FL de las membranas de células endoteliales y plaquetas. Por otro 

lado, la plasmina y el FXa (menos eficiente) pueden romper a la β2GPI en el 

dominio V (K317-T318) in vitro impidiendo así su unión a FL45,46. Este fenómeno 

se potencia en presencia de heparina, que inhibe la generación de plasmina por el 

activador de plasminógeno tisular (APt). Esta conversión es un evento importante 

en el sistema fibrinolítico. La β2GPI escindida se encuentra presente en pacientes 

con AL; además, genera in vivo un importante mecanismo de autorregulación 

entre la β2GPI y los factores de coagulación [Figura 4]47,48. También, se ha 

observado que la β2GPI inhibe la participación del FXII en presencia de FL e 

inhibe la activación del FX en presencia de plaquetas activadas; dicha inhibición 

es interrumpida por la presencia de aFL49,50. Por otro lado, la β2GPI, se une in vitro 

al FXI (con una afinidad semejante a la de los Cininógenos de Alto Peso 

Molecular; HMWK) inhibiendo así la activación por trombina y el FXIIa. La escisión 

de la β2GPI interrumpe la inhibición pero no su unión51. Además, la sustitución de 

los HMWK facilita no sólo la inhibición, sino también la subsecuente escisión de la 

β2GPI por parte de la plasmina en el coágulo52. Lo anterior sugiere que la principal 

acción anticoagulante en condiciones fisiológicas normales es la inhibición de la 

activación de la vía intrínseca de la coagulación32. 
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Figura 4. Participación de la 2GPI en la cascada de la coagulación y mecanismo 

fibrinolítico. En flechas grises, las vías de inhibición de la cascada de coagulación donde participa 

la 2GPI dependientes de FL; en flechas negras vías de activación de la cascada de coagulación 

donde participa la 2GP-I. Figura modificada de Miyakis et al.
32

 

Por su parte, la acción procoagulante de la β2GPI incluye la inhibición de la 

degradación del FVa por la proteína C activada por proteína S (PCaPS); la 

inhibición es potenciada por la presencia de aFL53. Además, la escisión de la  

β2GPI por plasmina neutraliza la inhibición en la activación del FXI por la β2GPI, 

dando como resultado una activación excesiva de la coagulación y la formación de 

trombina52. La trombina por su parte inhibe la producción de plasmina vía el 

inhibidor de fibrinólisis activado por trombina (IFAT) [figura 4]. Además la β2GPI 
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escindida inhibe la activación del plasminógeno por la plasmina, atenuando el 

sistema fibrinolítico51. 

1.8 Anticuerpos anti-2GPI 

En 1990, tres grupos distintos reportaron que los aFL presentes en suero de 

pacientes con SaFP o SaFS requieren β2GPI para ser detectados in vitro28,54,55. 

Desde entonces, varios grupos han reportado la importancia de la β2GPI en el 

reconocimiento de los aFL patogénicos en pacientes con SaF56. Este 

reconocimiento principalmente se debe al cambio conformacional que sufre la  

β2GPI al unirse con los FL42.  

Los primeros indicios del cambio conformacional los describieron Matsuura et 

al. en 1994, encontrando que los aFL poli y monoclonales murinos contra la β2GPI 

en placas de poliestireno irradiadas en ausencia de CL presentan reactividad 

similar a la reactividad contra el complejo de CL-β2GPI y esta reacción es inhibida 

cuando se adiciona el complejo CL-β2GPI57. Este efecto también fue observado 

por Chamley et al. demostrando que el reconocimiento de los aFL se debe a un 

cambio conformacional de la β2GPI y la probable exposición de epítopos crípticos 

[Figura 3D]58.  

Por su parte Roubey et al. proponen que el reconocimiento en placas 

irradiadas se debe al incremento en la densidad del antígeno y no a la exposición 

de los epítopos crípticos59. Posiblemente esta discrepancia se deba a que ambos 

grupos de investigación utilizaron dos técnicas distintas en la cuantificación o bien 

sea por la misma heterogeneidad de los anticuerpos utilizados. Otra posible 



 
 

30 
 

explicación es mostrada por Igarashi et al. donde encuentran en una β2GPI 

recombinante mayor reactividad de los aFL debido posiblemente a la dimerización 

espontánea de la misma recombinante tanto en placa irradiada como no irradiada, 

lo que sugiere la importancia de la unión bivalente de los aFL con el proceso de 

dimerización que permite la exposición de epítopos críticos60,61. 

Por otro lado, uno de los principales epítopos crípticos expuestos después del 

cambio conformacional se localiza en el dominio I62. El primer estudio que muestra 

la participación del dominio I fue realizado por Iverson et al. en 1998, ellos 

utilizaron dominios recombinantes y encontraron que el dominio I es capaz de 

inhibir la interacción de los aFL contra la β2GPI nativa63. Estudios posteriores con 

mutaciones puntuales demuestran la participación de la región R39-R43 del 

dominio I en el reconocimiento de los aFL64,65. Además, el dominio I presenta 

mayor asociación con el riesgo de trombosis y morbilidad en el embarazo 

comparado con otros dominios de la β2GPI66,67. 

Otro factor importante para el reconocimiento de los aFL es el polimorfismo en 

la β2GPI, debido a que dirige el reconocimiento y la exposición de epítopos cuando 

hay cambios conformacionales inducidos por la interacción con FL. Actualmente, 

se conocen cuatro polimorfismos en la β2GPI, localizados en las posiciones: 88, 

247, 306 y 32668. El polimorfismo más estudiado es en la posición 247 (V/L) 

localizado en el dominio V muy cerca del sitio de unión a FL. Este polimorfismo 

afecta la función de la 2GPI y el reconocimiento de los anti-2GP-I. Además, se 

observa mayor prevalencia del homocigoto V/V247 en pacientes con SaF 

comparado con sujetos sanos en población japonesa y mexicana 69,70,71,72. 
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Por otro lado, los aFL pueden ocasionar la sobre-expresión de moléculas de 

adhesión vía unión con 2GPI como ICAM-1, VCAM-1 y P-selectina en endotelio 

vascular73. También, inducen la señalización por complejos multiproteicos que 

incluyen Anexina A2, TLR4 (acrónimo del inglés Toll-Like Receptor 4) y 

calreticulina. En el caso del TLR4, la activación es vía MyD88 terminando con la 

activación del factor nuclear B (NF-B)74,75,76, mientras que en monocitos se 

incrementa la expresión del FT y liberación de TNFα vía anexina A2, TLR4 y las 

balsa lipídicas (lipids rafts) 77. Otros experimento muestran la participación de 

TLR2 y CD14 en la activación de monocitos y células endoteliales [Figura 5]78 y 

ciertos estudios proponen la participación del CD40 en la activación del endotelio, 

con base en la similitud de la región del 239 al 245 del CD40 con el segmento de 

los residuos de aminoácidos del 7 al 13 de la 2GPI, el cual se localiza en el 

dominio I, debido a que se encontraron anticuerpos de la región antes mencionada 

del CD40 en pacientes con SaF79. 
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Figura 5. Activación de células endoteliales vía complejo aFL-2GPI. Activación vía FTS, 

CD14, TLR2 y TLR4. Expresión de moléculas de adhesión, liberación de citocinas proinflamatorias 

y la expresión del FT. Figura basada de Ma et al.
74

; Allen et al.
75

; Raschi et al.
76

; Sorince et al.
77

 y 

Satta et al.
78

  

En plaquetas, los complejos aFL-dímeros de 2GPI interaccionan mediante el 

receptor 2 de la apolipoproteína E (ApoER2; miembro de los receptores de 

lipoproteínas de baja densidad, que se expresa en plaquetas y trofoblastos) y la 

glicoproteína Ib-IX-V induciendo la activación plaquetaria [Figura 6]80,81,82, 

ocasionando presencia de trombos ricos en plaquetas. Por otro parte, diversos 

estudios han mostrado la participación de los complejos aFL-2GPI en la 

desregulación de la hormona gonadotropina coriónica humana en los trofoblastos 

in vitro, lo que podría explicar la perdida fetal in vivo83,84. 
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Figura 6. Activación plaquetaria vía complejo aFL-2GPI. Activación p38 en plaquetas vía 

receptor 2 de apolipoproteina E y complejo glicoproteína Ibα -V-IX. Figura modificada de Shi et al.
81

 

y Canobbio et al.
82 

Si bien los reportes actuales muestran cambios conformacionales de la 2GPI 

con una subsecuente exposición de epítopes crípticos que permiten la unión de 

los aFL, todavía se desconoce la participación de las cadenas de carbohidratos. El 

presente trabajo muestra que la eliminación del ácido siálico en la cadenas de 

carbohidratos de la 2GPI es suficiente para incrementar la reactivad de los aFL,  y 

también permite la diferenciación de células U937 a monocitos, demostrando que 

las cadenas de carbohidratos participan en la protección de epítopos crípticos en 

la 2GPI. 
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2. Justificación del proyecto 

 

Si bien diversos estudios muestran la existencia de epítopos en los cinco 

dominios de la 2GPI, aún se desconoce la participación que tienen las cadenas 

de carbohidratos de la 2GPI en su reconocimiento por los anticuerpos anti-2GPI. 

No obstante que la 2GPI es una proteína altamente glicosilada, los estudios 

reportados con respecto a los carbohidratos sólo describen cierta participación, 

pero no son concluyentes. Es por ello que el presente trabajo permitirá entender 

posibles mecanismos involucrados en el reconocimiento y participación de los 

carbohidratos de la 2GPI en los procesos trombóticos asociados al SaFP. 

 

 

3. Hipótesis 

Las cadenas de carbohidratos de la 2GPI cubren epítopos crípticos e impiden 

la reactividad de los anticuerpos anti-2GPI contra la 2GPI. La disminución o 

eliminación de las cadenas de carbohidratos en la 2GPI, permiten la reactividad 

de los anticuerpos anti-2GPI, además de la activación y diferenciación celular. 
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4. Objetivos  

4.1 Objetivo general 

Estudiar la participación de las cadenas de carbohidratos de la 2GP-I en la 

reactividad de los anticuerpos anti-2GPI de pacientes con SaFP. 

4.2 Objetivos particulares 

1. Determinar la reactividad de los anticuerpos anti-2GPI de pacientes con 

SaFP, mediante ensayos de ELISA contra 2GPI nativa, 2GPI parcial o 

totalmente desglicosilada. 

 

2. Estudiar si los complejos de anticuerpos anti-2GPI-glicoformas de la 2GPI, 

son capaces de activar y diferenciar células U937, mediante la detección de 

marcadores de diferenciación CD14, CD11c y HLA-DR. 

 

 

3. Determinar la presencia de las citocinas: IL-4, IL-6, IFN y TNFα mediante 

luminometría en el sobrenadante de los cultivos de células U937, 

estimuladas con complejos anticuerpos-glicoformas de la 2GPI.  
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5. Metodología 

5.1 Pacientes 

Se obtuvieron sueros de pacientes que cumplían los criterios de 

clasificación de Sydney y Alarcón-Segovia para el síndrome de antifosfolípidos 

primario (SaFP)8,10. Se excluyeron los pacientes que presentaron criterios de 

clasificación de Lupus Eritematoso Generalizado o que tuvieran anticuerpos anti-

ADN positivo85. Además se recolectaron sueros de sujetos sanos que no 

presentaron alguna morbilidad en el momento de la toma de muestra. 

5.2 Purificación de la β2GPI 

Se realizó la purificación de la β2GPI de acuerdo con lo reportado por 

Schousboe et al.86. Brevemente, se filtró 100mL de plasma en una malla 

separadora de células (GIBCO) y se agregó 3.5 mL de HClO4 al 70%, la mezcla se 

incubó a temperatura ambiente en agitación suave durante 30min. Transcurrido el 

tiempo de la incubación, la mezcla se centrifugó a 6,000 x g durante 30min a 5°C. 

Se ajustó el sobrenadante a un pH de 8.0 utilizando NaOH 1M. Se dializó contra 

tres cambios del amortiguador Tris-HCl (Tris 20mM; pH 8.0) durante 48 horas. El 

dializado se colocó en un tubo cónico de 50mL (Falcon) y se pasó por una 

columna de heparina (HiPrep 16/10 Heparin FF; Amersham Bioscience) 

previamente equilibrada con amortiguador de Tris-HCl en el equipo ÄKTA prime 

(Amersham Pharmacia Biotech). La muestra se pasó por la columna de heparina a 

un flujo de 5mL/min y se lavó con 5 camas de la columna con amortiguador Tris-

HCl. Posteriormente, se eluyeron las proteínas con distintas soluciones de sales 



 
 

37 
 

[1) Tris-HCl 20mM, NaCl 30mM; 2) Tris-HCl 20mM, NaCl 150mM y 3) Tris-HCl 

20mM, NaCl 1M], Se recuperó la segunda fracción de elución de la β2GPI y se 

dializó contra PBS (NaCl 137 mM; KCl 2.7 mM; Na2HPO4 10 mM y KH2PO4 2 mM; 

pH 7.4). Posteriormente, se pasó por una columna de anticuerpos anti-β2GPI 

previamente equilibrada con PBS. La columna se lavó con cinco camas de la 

columna con PBS y se eluyó con amortiguador de Glicina (Glicina 50mM, NaCl 

150mM, pH 2.2) se recolectó la β2GPI en 300µL de amortiguador de neutralización 

(Tris-HCl, pH 9.0). Posteriormente la β2GPI se dializó contra PBS durante 40 horas 

y se concentró la proteína en Amicon-Ultra (Ultracel 30K, Millipore). La pureza se 

determinó mediante electroforesis de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio  

(SDS-PAGE) al 10%.  

5.3 Purificación de anticuerpos de isotipo IgG 

Se adicionaron 200µL del suero de pacientes y sujetos sanos por separado 

a 600µL de PBS y la dilución se colocó en una columna de centrifugación con 

proteína A-sepharosa (SIGMA) previamente equilibrada con PBS y se incubó por 

una hora a 25°C. La columna se centrifugó a 10,000 x g por 5 min. Se realizaron 3 

lavados de la columna con 1mL de PBS y se eluyeron los anticuerpos de la 

columna con 1mL de amortiguador de glicina. Se recolectaron los anticuerpos 

eluídos en 300µL de amortiguador de neutralización. Posteriormente se dializaron 

los anticuerpos con tres cambios de PBS durante 48 horas y se ajustó la 

concentración a 1mg/mL de inmunoglobulinas. La pureza se determinó mediante 

SDS-PAGE al 12%. 
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5.4 Generación de las glicoformas de la β2GPI 

5.4.1 Desglicosilación completa de la β2GPI (cdβ2GPI). 

Se realizó la desglicosilación completa mediante el equipo GlycoProfile IV 

Chemical Deglycosilation Kit (SIGMA) de acuerdo con las especificaciones del 

fabricante. En resumen, se colocaron 50µL de ácido trifluorometano sulfónico 

(SIGMA) en un frasco de vidrio con 100µg de β2GPI previamente enfriada y se 

incubó durante 5 min en hielo seco/etanol; posteriormente el frasco se agitó 

brevemente y se incubó durante 4 hora a -20°C.  Se adicionó 150µL de una 

solución de piridina (SIGMA) y se colocó el frasco en hielo seco durante 20 min, la 

muestra se transfirió a un tubo de microcentrifuga de 2mL y se adicionó 400µL de 

solución de neutralización (SIGMA), el tubo se incubó a 4°C durante 30 min y se 

centrifugo a 10,000 x g durante 15 min a 4°C; el precipitado se resuspendió en 

500µL de PBS. Se concentró con Amicón-Ultra 30K (Millipore) y se almacenó a -

70°C hasta su uso.  

5.4.2 Desglicosilación Parcial de la β2GPI (pdβ2GPI; remoción del ácido 

siálico) 

Se realizó la desglicosilación parcial utilizando el equipo Enzymatic Protein 

Deglycosylation Kit (SIGMA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. 

En resumen, se disolvió 100µg de β2GPI en 45µL de amortiguador de reacción 

(SIGMA) y se adicionó 2µL de neuroaminidasa (SIGMA) y 3µL de H2O. Se incubó 

la reacción a 37°C durante toda la noche. Se verificó la dpβ2GPI mediante SDS-

PAGE al 12%. La reacción se diluyó en 500µL de PBS y se pasó por una columna 
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de heparina y se realizó el mismo procedimiento como se establece en el 

segmento 2.2 con ciertas modificaciones, utilizándose únicamente la solución de 

elución 3. 

5.5 Medición espectrométrica de las glicoformas de la β2GPI. 

Se ajustó la concentración de las glicoformas a una concentración de 

0.1mg/mL en PB y se leyó en el UV cercano utilizando el espectropolarimetro 

JASCO J-720. Se reportaron las señales de DC como elipticidad residual media 

(θ), usando un valor de 110 para el peso molecular de la media residual. Los 

perfiles térmicos fueron obtenidos del barrido de 25°C a 90°C con un 

calentamiento de 1°C/min, seguido de un cambio de elipticidad a 222nm. Se 

realizaron los espectros de fluorescencia en el espectrofluorometro Olis DM45 

scanning usando una longitud de excitación a 290nm y los resultados fueron 

reportado como unidades arbitrarias (UA). 

5.6 Reactividad de los anticuerpos IgG contra β2GPI y cardiolipina 

(CL). 

Se utilizaron placas comerciales de ELISA para β2GPI y cardiolípina (aCL) 

[QUANTA Lite, INOVA Diagnostic] de acuerdo con las especificaciones del 

fabricante. En resumen, se adicionó 100L de una dilución 1:100 de los sueros en 

amortiguador de dilución (INOVA). Se incubó por 30 min a temperatura ambiente, 

se realizaron lavados con amortiguador HRP (INOVA) y se adicionó 100L de un 

anticuerpo anti-humano conjugado con HRP (INOVA) y se incubó 30 min a 

temperatura ambiente. Se lavó la placa con amortiguador HRP. Se adicionó 100L 
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de TMB (INOVA) y se incubó 30 min en oscuridad a temperatura ambiente. 

Posteriormente se adicionó solución de paro (INOVA) y se incubó por 5 min a 

temperatura ambiente. Se leyó la placa a 450nm y los resultados se interpolaron 

en la curva previamente establecida por el equipo QUANTA Lite y se reportaron 

como unidades de anticuerpos antifosfolipidos IgG (UGPL). La positividad se 

determinó utilizando el valor de referencia de aCL y anti-β2GPI de isotipos IgG (≤ 

8.4 UGPL para ambas pruebas) obtenido mediante percentila 95 

5.7 Reactividad contra las glicoformas de la β2GPI y el complejo CL-

glicoformas 

5.7.1 Reactividad contra las glicoformas de la β2GPI 

Se sensibilizaron tres placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Inc; 

Danemark 97F) con 100µL por separado de β2GPI, dpβ2GPI y dcβ2GPI disueltos 

en PBS para obtener una concentración final de 10µg/mL por pozo. Se incubaron 

las placas toda la noche a 4°C. Al día siguiente se realizaron 3 lavados con 300µL 

de PBS-Tween 20 al 0.05% (PBS-T) y se bloquearon con albúmina sérica bovina 

(ABS) al 1.5% en PBS (PBS-A) durante 2h a 37°C. Después, se realizaron 3 

lavados con 300µL PBS-T por pozo y se adicionaron 50µL de anticuerpos 

purificados disueltos en PBS-A para obtener una concentración final de 10µg/mL 

por pozo y se incubó durante 1h a 37°C. Se realizaron 3 lavados con PBS-T y se 

adicionó 50µL de anticuerpos de ratón anti-IgG humana conjugado por HRP 

(SIGMA) por pozo a una dilución 1:5000 en PBS-A y se incubó la placa 1h a 37°C. 

Se realizaron 3 lavados con PBS-T y se adicionó 100µL de TMB (ORGENTEC) 
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por pozo como sustrato, pasados 20 min se adicionó 100µL de ác. o-fosfórico 

(ORGENTEC) por pozo y se leyeron las placas en un lector de ELISA (Sunrise; 

TECAN) a 450nm, los resultados se reportaron como densidades ópticas (DO). 

5.7.2 Reactividad contra el complejo CL-glicoformas de la β2GPI 

Se sensibilizaron tres placas de poliestireno de 96 pozos (NUNC) con 

100µL de CL disuelta en metanol para obtener una concentración final de 50g/mL 

por pozo. El metanol se evaporó en una cámara de N2. Se bloqueó la placa con 

300µL de PBS-A durante 2 horas, posteriormente se adicionó 100µL por separado 

de β2GPI, dpβ2GPI y dcβ2GPI disueltos en PBS para obtener una concentración final 

de 10g/mL por pozo. Las placas se incubaron toda la noche a 4°C. Al día 

siguiente se realizaron los ELISA de acuerdo al segmento 5.7.1, modificando la 

solución de lavado, utilizándo únicamente PBS como solución de lavado. 

5.7.3 Curva dosis-respuesta 

Se sensibilizaron distintas placas poliestireno de 96 pozos con 100µL por 

separado de β2GPI, dpβ2GPI y dcβ2GPI disueltas en PBS para obtener diferentes 

concentraciones por pozo [0, 3, 5, 10, 15, 20 y 50µg/mL].  Se incubaron las placas 

toda la noche a 4°C. Al día siguiente se realizó los ELISA de acuerdo al segmento 

5.7.1. 

5.8 Ensayos de inhibición contra las glicoformas de la β2GPI 

Se colocaron 200µL por separado de β2GPI, dpβ2GPI, dcβ2GPI y ASB como 

control, disueltas en PBS para obtener diferentes concentraciones [0, 3, 5, 10, 15 y 
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20µg/mL] en tubos de microcentrifuga de 1.5mL y se adicionaron 200µL de 

anticuerpos disueltos en PBS para una concentración final de 10µg/mL en cada 

uno de los tubos. Se incubaron las reacciones durante 16h a 4°C en agitación 

suave y se realizó ELISA en placas previamente sensibilizadas con los distintos 

antígenos. Los valores obtenidos fueron reportados como porcentaje de inhibición 

y se calculó de la siguiente manera: 

% de inhibición = [(OD anti-β2GPI – OD anti-β2GPI con inhibidor)/OD anti-β2GPI] X 100 

5.9 Marcadores de diferenciación celular y medición de citocinas de 

cultivos de células U937 estimulados con los complejos aFL-

glicoformas. 

5.9.1 Cultivos celulares. 

Se cultivaron 500,000 células U937 en placas de 24 pozos con 3mL por 

pozo de medio RPMI 1640 (GIBCO) [suplementado con 10% de SBF (GIBCO), 

2mM de L-glutamina (BioWhittker, Cambrex), 1% estreptomocina-penicilina 

(GIBCO) y 10mM HEPES (GIBCO)] y se incubaron los cultivos toda la noche a 

37°C en una atmósfera húmeda, con 5% CO2. Se lavaron los cultivos con PBS y 

se adicionó 3mL por pozo de medio RPMI 1640 sin SBF [suplementado con 10mM 

de L-glutamina, 1% estreptomocina-penicilina y HEPES], se incubaron por 2 horas 

y se adicionó por separado 100µL por pozo de β2GPI, dpβ2GPI, dcβ2GPI y PMA 

como control, para obtener una concentración final de 10µg/mL. Se incubaron por 

2 horas en agitación suave. Posteriormente, se adicionaron 100µL de los 

anticuerpos disueltos en PBS para obtener una concentración final de 50µg/mL y 
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se incubaron durante 6 horas a 37°C. Se recolectaron las células para medir 

diferenciación a monocitos y el sobrenadante para medir niveles de citocinas. 

5.9.2 Medición de citocinas. 

Se realizó la cuantificación de citocinas mediante el equipo de Human 

cytokine (Millipore). En resumen, se adicionaron 25µL de amortiguador de ensayo 

por pozo (Millipore) en una placa de 96 pozos con fondo de filtro previamente 

bloqueado con 200µL de amortiguador de ensayo (Millipore). Posteriormente se 

adicionaron 25µL del sobrenadante de los cultivos celulares y se adicionaron 25µL 

de la mezcla de las perlas para cada citocina (IL-4, IL-6, INF-, TNF-α) por pozo y 

se incubó la placa toda la noche a 4°C con agitación. Se realizaron dos lavados 

con 200µL por pozo de amortiguador de lavado (Millipore), la solución de lavado 

se removió por vacío y el remanente de la solución se eliminó mediante un papel 

absorbente. Se adicionaron 25µL de anticuerpo de detección (Millipore) por pozo y 

se incubó durante 1h a temperatura ambiente en agitación. Posteriormente, se 

adicionaron 25µL de estreptavidina-ficoeritrina (Millipore) por pozo y se incubó en 

oscuridad durante 30min a temperatura ambiente en agitación. Se realizaron dos 

lavados con amortiguador de lavado y se adicionaron 100µL de Sheath Fluid 

(Millipore) por pozo; la placa se incubó por 5 min en agitación y se leyó en el 

equipo de Lincoplex 200. Los resultados obtenidos se interpolaron en una curva 

de 5 parametros, previamente establecida por el equipo Human cytokine con el 

programa Luminex 100 IS 2.3 y se reportaron como pg/mL 
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5.9.3 Citometría de flujo de las células U937 

Se recolectaron los cultivos celulares de las U937; se lavaron con PBS y se 

resuspendieron en 500µL de PBS. Se adicionaron 15 µL de la combinación de 

anticuerpos anti-CD14-PE/anti-CD11c-FITC y anti-CD14-PE/anti-HLA-DR-FITC 

por separado por tubo. Se incubaron durante 30 min en agitación y obscuridad. Se 

lavaron las células con PBS y se adicionó 500µL de paraformaldehído al 1% por 

tubo. Se leyeron 10,000 eventos en el equipo de citometría de flujo BD accuri C6 

Flowcytometer. 

5.10 Análisis estadístico. 

La diferencias entre grupos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-

Wallis y U de Mann-Whitney usando el programa GraphPad 5.0. Los datos son 

representados como mediana y rango intercuartiles; valores de P < 0.05 fueron 

considerados estadísticamente significativos. 



 
 

45 
 

6. Resultados 

6.1 Pacientes 

Se estudiaron 24 pacientes con SaFP (15 mujeres) de 29 ± 9.8 años de edad y 

9.5 ± 5.5 años de evolución y 10 sujetos sanos (7 mujeres) que no presentaron 

alguna morbilidad al momento del estudio. El 86% de los sueros de pacientes con 

SaFP fueron positivos para aCL de isotipo IgG [39.8 (6.9-130.5) UGPL] y el 96% 

fueron positivos para anticuerpos anti-β2GPI IgG [33.2 (4.9-187.5) UGPL]. Cuando 

se comparó la reactividad del suero de pacientes con SaFP contra la reactividad 

del suero de sujetos sanos, se encontró diferencias significativas para aCL IgG (p 

= 0.0004) y anti-β2GPI (p = 0.0343) [Figura 7]. 

6.2 Desglicosilación parcial y completa de la β2GPI. 

Para corroborar la desglicosilación parcial y completa, se realizó una 

electroforesis. Se encontraron tres bandas de diferente peso molecular en distintos 

carriles. Una banda de aproximadamente 50 kDa perteneciente a la β2GPI nativa, 

una banda de aproximadamente 47 kDa para la dpβ2GPI y una banda de 

aproximadamente de 38 kDa para la dcβ2GPI [Figura 8]. 
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Figura 7. Reactividad de los sueros contra aCL y 2GPI. Reactividad de 24 sueros de 

pacientes con SaFP (●)y 10 sujetos sanos [SS] (▲) contra aCL y anti-β2GPI en placas de ELISA 

comerciales. Los resultados son representados como UGPL. 

 

Figura 8. Electroforesis de las glicoformas de la  β2GPI. Electroforesis en SDS-PAGE al 12% y 

tinción de plata. Línea 1 = PM; línea 2 = β2GPI nativa (50 kDa); línea 3 = dpβ2GPI (47 kDa) y línea 

4 = dcβ2GPI (38 kDa). 
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6.3 Caracterización espectroscópica de las glicoformas de la β2GPI 

Para determinar si la desglicosilación afecta la conformación de la proteína, se 

realizaron estudios de espectroscopía por dicroísmo circular y espectro de 

fluorescencia de las glicoformas de la β2GPI. Se encontró que la dpβ2GPI, exhibe 

un espectro de DC con una pequeña variación en relación a la β2GPI nativa. En 

contraste, la glicoforma dcβ2GPI presenta una variación alta en la señal de DC, 

indicando que los carbohidratos son factores determinantes en la conformación de 

la proteína [Figura 9a]. Además, la remoción de los carbohidratos también produjo 

un cambio considerable en la señal de fluorescencia [Figura 9b]. Por otro lado, se 

observó que la dcβ2GPI parece conservar una conformación plegada debido a la 

similitud que se presenta en el barrido térmico de CD con la β2GPI nativa [Figura 

interior 9a].   

6.4 Reactividad de anticuerpos IgG purificados contra las glicoformas 

de la β2GPI y complejo CL-glicoformas de la β2GPI. 

Para determinar la reactividad de los anticuerpos IgG purificados de pacientes 

con SaFP y sujetos sanos contra la β2GPI nativa y sus glicoformas, se realizaron 

ELISA en placas de 96 pozos no irradiadas. Se encontró un incremento en la 

reactividad de las IgG de pacientes con SaFP comparada con sujetos sanos de 

1.7, 1.75 y 2.7 veces para β2GPI, dpβ2GPI y dcβ2GPI respectivamente (p=0.0078 

contra β2GPI y p<0.0001 contra dpβ2GPI y dcβ2GPI) [Figura 10]. 
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Figura 9. Propiedades espectroscópicas de las glicoformas de la β2GPI. A) Espectro UV 

cercano. Todos los espectros realizandos usando una concentración de 3 µM de las distintas 

glicoformas, en amortiguador de PB a 25°C, Interior A) Barrido térmico obtenido de la señal CD a 

222 nm en una proporción de de 1°C/min. La fracción aparentemente desplegada fue obtenida por 

normalización de la señal de CD a la temperatura en relación con la diferencia en la elipticidad a 25 

y 90°C. B) Espectro de fluorescencia, usando una longitud de excitación de 290 nm. 

Cuando se comparó la reactividad de los anticuerpos anti-β2GPI se encontró 

incremento en la reactividad contra dcβ2GPI de 1.4 y 1.7 veces comparado contra 

dpβ2GPI y β2GPI respectivamente (p=0.0373 y p=0.0161) [Figura 10]. No se 

encontró diferencias entre dpβ2GPI y β2GPI. Al realizar la reactividad de los 

anticuerpos purificados contra los complejos CL-glicoformas de la β2GPI, se 
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encontró diferencias en la reactividad de los pacientes con SaFP contra los sujetos 

sanos (p<0.0001 para CL-β2GPI y CL-dpβ2GPI y p=0.006 para CL-dcβ2GPI) 

[Figura 11]. Por otro lado, no se encontró diferencias entre la reactividad de los 

pacientes con SaFP contra los diferentes complejos [Figura 11]. Además, al 

realizar una curva dosis-respuesta, se encontró incremento en la reactividad 

contra dcβ2GPI y dpβ2GPI comparada con la β2GPI nativa [Figura 12] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Reactividad de anticuerpos IgG purificados contra las glicoformas de la 

2GPI. Reactividad de IgG de 24 pacientes con SaF (■) y 10 sujetos sanos [SS](●) en 

placas sensibilizadas con β2GPI, dpβ2GPI y dcβ2GPI. Los datos se representan como medianas, 

con valor significativo de p<0.05. 
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Figura 11. Reactividad de los anticuerpos IgG purificados contra los complejos CL-

glicoformas de la 2GPI. Reactividad de IgG de 24 pacientes con SaF (■) y 10 sujetos sanos 

[SS] (●) en placas sensibilizadas con los complejos CL-β2GPI, CL-dpβ2GPI y CL-dcβ2GPI. Los 

datos son representados en mediana, con valores significativo de p<0.05. 

 

Figura 12. Curva dosis-respuesta de anticuerpos IgG purificados contra las 

glicoformas de la β2GPI. Curva dosis-repuesta de anticuerpos IgG purificados de 3 pacientes con 

SaFP contra las β2GPI nativa (♦), dpβ2GPI (■) y dcβ2GPI (▲). Los datos son reportados como 

media ± SEM. 
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6.5 Inhibición de los anticuerpos IgG en fase líquida con las 

glicoformas de la β2GPI 

Para determinar la capacidad inhibitoria de las glicoformas de la β2GPI, se 

realizaron ensayos de inhibición cruzada. Se encontró que la dcβ2GPI y dpβ2GPI 

inhiben más del 80% de la reactividad de los anticuerpos contra las glicoformas de 

la β2GPI en forma dosis-respuesta alcanzando una meseta a la concentración de 

15µg/mL. Además, la β2GPI nativa solo inhibe un 40% de la reactividad de los 

anticuerpos con las distintas isoformas [figuras 13A, B y C].   

6.6 Expresión de marcadores de diferenciación en células U937 

inducidas por los complejos anticuerpos IgG-glicoformas 

Para determinar si los complejos de anticuerpos anti-β2GPI-glicoformas de 

la β2GPI son capaces de diferenciar las células U937 a monocitos. Se incubaron 

las células U937 con las distintas glicoformas de la β2GPI y con los anticuerpos 

IgG purificados. Como se observa en la figura 8, se encontró un incremento en la 

expresión de CD14, CD11c y HLA-DR cuando se estimularon con los complejos 

de anticuerpos con dpβ2GPI o dcβ2GPI, mientras que los anticuerpos en presencia 

de β2GPI nativa inducen una leve expresión de los marcadores. Por otro lado, no 

se encontró expresión de los marcadores en células estimuladas con los 

anticuerpos solos [Figura 14]     
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Figura 13. Ensayos de inhibición. Ensayos de inhibición de anticuerpos IgG anti-β2GPI de 

pacientes con SaFP usando β2GPI nativa (●), dpβ2GPI (■), dcβ2GPI (▲) y ASB como control (▼) 

como inhibidores en placas no irradiadas, sensibilizadas con A) β2GPI nativa, B) dpβ2GPI y C) 

dcβ2GPI. Los resultados son expresados como media ± SEM.  
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Figura 14. Expresión de marcadores de superficie en células U937.  Expresión de CD14, 

CD11c y HLA-DR en células U937 después del estímulo de 6 horas con aFL IgG y los complejos 

aFL IgG-glicoformas. 
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6.7 Síntesis de citocinas pro-inflamatorias por las células U937 inducidas 

por los complejos anticuerpos IgG-glicoformas. 

Para determinar si los diferentes complejos de anticuerpos-glicoformas son 

capaces de inducir la síntesis de citocinas en U937, se realizó un ensayo múltiple 

de detección. Interesantemente, se observó un incremento en la síntesis de IL-6 e 

IFN comparado con IgG humana en ausencia de β2GPI humana exógena. 

Además, se encontró un incremento en la expresión de IL-6, IFN y TNFα cuando 

se estimularon las células con el complejo aFL-dcβ2GPI comparado con aFL-

dpβ2GPI (p=0.0247 para IL-6; p=0.0238 para IFN y p=0.016 para TNFα), aFL-

β2GPI (p=0.0146 para IL-6; p=0.007 para IFN y 0.0007 para TNFα) y aFL 

(p=0.0102 para IL-6; p=0.0065 para IFN y 0.0024 para TNFα).  Por otro lado, no 

se encontró expresión de IL-4 en los cultivos estimulados con los distintos 

complejos aFL-glicoformas [Figura 15]    
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Figura 15. Expresión de citocinas en sobrenadantes de cultivos U937.  Concentración de 

citocinas pro-inflamatorias en sobrenadantes de cultivos de células U937 después de 6 horas de 

estímulo con IgG aFL-glicoformas de la β2GPI y PMA como control de 11 pacientes con SaFP 

(barra negra) y 10 sujetos sanos (barra blanca). A) IL-6, B) IFN y C) TNFα. La síntesis basal de las 

tres citocinas fue menor al límite de detección (<3.2pg/mL). Los resultados son expresados como 

media ± SEM, valores p<0.05 fueron tomados como significativos. 
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7. Discusión  

Diversos grupos han demostrado que la unión de β2GPI a superficies de carga 

negativa o membrana celulares inducen un cambio conformacional en la β2GPI, 

que pasa de una forma circular a una forma J, permite la exposición de epítopos 

crípticos con la subsecuente reactividad de los anticuerpos anti-β2GPI42,58,87,88. El 

principal epítopo críptico reportado por su fuerte asociación con trombosis en 

pacientes con SaF es el G40-R43 que se encuentra en el dominio I41,62,89.  

En el presente estudio se encontró que la remoción del ácido siálico de la 

β2GPI es suficiente para aumentar la reactividad de los anticuerpos anti-β2GPI 

comparada con la β2GPI nativa. Este hallazgo se podría complementar con el 

trabajo reportado por Kondo et al. donde encuentran que algunos pacientes con 

SaF presentan una disminución en el ácido siálico de la N143 en la cadena de 

carbohidratos de la β2GPI90 y explicar  la reactividad de los anticuerpos anti-β2GPI 

contra β2GPI desialidada anormalmente in vivo. Además, se encontró un mayor 

incremento en la reactividad después de remover completamente la cadena de 

carbohidratos de la β2GPI, siendo consistente con lo reportado por de Laat et al.62.  

Por otra parte, se encontró que las glicoformas de la β2GPI presentan de 

aproximadamente el doble la capacidad inhibitoria de los anticuerpos IgG 

comparada con la β2GPI nativa en fase soluble. Además, la β2GPI nativa en 

condiciones in vitro es capaz de inhibir a los anticuerpos IgG de manera dosis-

respuesta, lo que es consistente con la hipótesis que anteriormente nuestro grupo 
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de investigación propuso; que es la posible existencia de epítopos crípticos y no 

crípticos en la β2GPI29.  

También, se encontró que los carbohidratos son un factor determinante en la 

conformación de la β2GPI ya que a pesar de los cambios drásticos en sus 

propiedades espectrales la dcβ2GPI, lo que sugiere que la remoción de los 

carbohidratos permite la exposición de residuos de triptófano al medio, no se 

observa afectación en su plegamiento, debido a la similitud que presenta el barrido 

térmico comparada con la β2GPI nativa. Siendo este resultado consistente con el 

patrón obtenido por Walsh et al. donde observan que los carbohidratos son 

necesarios para la conformación tridimensional de la  β2GPI91, aunque en el 

trabajo de Walsh propone que la eliminación de los carbohidratos afecta la 

actividad biológica de la glicoproteína, nosotros diferimos en su propuesta, ya que 

los resultados que se muestran en el presente trabajo, se encontró reconocimiento 

por parte de los aFL contra la β2GPI desglicosilada parcial y totalmente y además 

este reconocimiento permite la interacción con membranas celulares.  

Al estudiar si los carbohidratos influyen en la activación celular, se encontró 

inducción de la diferenciación de células U937 a monocitos mediante la 

estimulación con IgG de pacientes con SaF en presencia de β2GPI nativa y sus 

glicoformas. Además, se encontró incremento en la síntesis de citocinas pro-

inflamatorias principalmente IL-6, IFN y TNFα, cuando las células U937 fueron 

pre-incubadas con cdβ2GPI comparada con pdβ2GPI y β2GPI nativa. Estos datos 

sugieren que los cambios conformacionales adquiridos por la β2GPI después de la 

desglicosilación completa le permiten un mejor anclaje a las membranas celulares 
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con un posterior reconocimiento de los anticuerpos anti-β2GPI. Interesantemente, 

las IgG de pacientes con SaF son capaces de estimular la producción de citocinas 

comparada con las IgG de sujetos sanos en ausencia de β2GPI endógena. Debido 

a que las células fueron incubadas con medio libre de suero dos horas antes de la 

adición de IgG y que ninguna de las glicoformas de la β2GPI utilizadas en los 

experimentos in vitro tienen actividad biológica intrínseca, lo que sugiere que la 

actividad pro-inflamatoria es resultado de la reactividad de los anticuerpos IgG de 

pacientes contra SaF contra β2GPI, aunque hay que considerar que los monocitos 

son capaces de sintetizar β2GPI y FT en ciertas condiciones de LEG y SaFP78,92, 

por lo que implica que es necesario realizar estudios para conocer si los monocitos 

diferenciados a partir de las células U937 son capaces de sintetizar β2GPI, 

además de estudiar  la vía por la cual se activan las células U937 y si se obtiene el 

mismo efecto de activación en monocitos de pacientes con SaF. 
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8. Conclusiones 

1. Las cadenas de carbohidratos cubren epítopos crípticos en la β2GPI que 

son expuestos cuando se une a componentes de carga negativa. 

 

2. La eliminación del ácido siálico en las cadenas de carbohidratos es 

suficiente para permitir el reconocimiento de los anticuerpos anti-β2GPI a la 

β2GPI en fase soluble 

 

 

3. El complejo FL/glicoformas/anticuerpos generado en las membranas 

celulares son capaces de diferenciar las células U937 a monocitos y 

permiten la expresión de citocinas pro-inflamatorias en los monocitos 

diferenciados.  
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