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Abstract

Several studies have shown that conformational changes of (.glycoprotein-I
(B-GPI) when bound to negatively charged components expose cryptic epitopes
and promote subsequent binding of anti-B,GPI from patients with antiphospholipid
syndrome (APS). However, the role of the carbohydrate chains of B,GPI in this

anti-B,GPI reactivity is poorly understood.

We therefore studied the reactivity and inhibition of anti-B,GPI antibodies
from APS patients with native, partially deglycosylated B,GPI (dpB.GPI; without
sialic acid) and completely deglycosylated B.GPIl (dcp.GPIl). To determine the
potential biologic importance of these glycoforms and their interaction with anti-

B2GPl in vitro, stimulation assays were performed with the U937 cell line.

We found an increased reactivity of anti-B,GPl against dpB.GPI and
dcB.GPI compared to native B,GPIl. Both deglycosylated B,GPI isoforms showed
higher inhibition of the anti-B,GPI reactivity than the native protein in soluble-
phase. Likewise, the antibody-glycoform complexes increased the synthesis of IL-

6, IFNy and TNFa 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 32GPI. The differentiation and increased
synthesis of pro-inflammatory cytokines by U937 cells in vitro may have pathogenic

implications.



Resumen

Diversos estudios han demostrado un cambio conformacional de la
Boglicoproteina-1 (B.GPI) cuando se une a componentes de carga nhegativa,
permitiendo una subsecuente unién de anticuerpos anti-B,GPI en pacientes con
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SaF). Sin embargo, el papel de la
cadena de carbohidratos de la B,GPI en la reactividad de los anticuerpos anti-

B.GPI es desconocido.

Para determinar su papel, realizamos estudios de reactividad e inhibicion de
anticuerpos anti-B,GPI| de pacientes con SaF con (B,GPI nativa, parcialmente
desglicosilada (pdp.GPI; sin &cido sidlico) y completamente desglicosilada
(cdB.GPI). Para determinar la importancia biologica de estas glicoformas y su

interaccién con la anti-B,GPI, estimulamos células U937.

Encontramos un incremento en la reactividad de anticuerpos anti-B,GPI contra
pdB.GPI y cdB.GPI comprada con la reactividad contra B,GPI nativa. Ademas,
ambas glicoformas presentan un incremento en la inhibicion de los anticuerpos
anti-B,GPl comparada con la B,GPI nativa en fase soluble. Por otro lado, el
complejo anticuerpo-glicoformas incrementa la sintesis de IL-6, IFNy y TNFa,

ademas de la expresién de HLA-DR, CD14 y CD11c en Células U937.

Nuestro trabajo sugiere que la remocién parcial o total de los carbohidratos
permite la exposicion de epitopos cripticos presentes en la B.,GPl y la
diferenciacion e incremento en la sintesis de citosinas pro-inflamatorias por las

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

1.1 Historia

Los primeros estudios relacionados con la presencia de los anticuerpos
antifosfolipidos (aFL) se realizaron en 1906, cuando Wasserman et al. identificaron
sueros de pacientes con sifilis que reaccionaban contra los extractos de tejido de
pacientes con la misma enfermedad. Esta reaccion inicialmente se le atribuyo a la
presencia de anticuerpos dirigidos contra epitopos derivados del Treponema
pallidum y se le denominé “prueba de reagina de Wassermann”. Aunque, estudios
posteriores encontraron resultados similares utilizando tejido de sujetos sanos y
animales’. Fue hasta 1941, cuando Pangborn aisla por primera vez uno de los
componentes principales de la prueba de reagina a partir de corazén 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 deteccién de
reagina en pacientes con sifilis, a este estudio se le conoce como VDRL (acrénimo

del idioma inglés Veneral Disease Research Laboratory)'?.

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 vacunacion con particulas virales y en respuestas autoinmunes?. Por otro lado,
en ese mismo afo, Conley y Hartman reportaron dos casos de pacientes que
presentaban desordenes hemorragicos con TTPa prolongados y ademas daban
VDRL falso positivo. A este fendmeno posteriormente se le denomind

“anticoagulante lupico” (AL). Siendo su efecto principal la prolongacién en los
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tiempos de coagulacién en las pruebas dependientes de fosfolipidos in vitro y

ademaés puede dar falsos positivos en pacientes que no padecen de sifilis**.

Posteriormente en 1983 Harris et al. describen la técnica del
radioinmunoensayo, que permitid la deteccion de los anticuerpos anti-CL (aCL) y
cinco aflos mas tarde, ellos mismo estandarizaron el “ELISA” (acronimo del idioma
inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)®®. Fue entre los afios de 1983 al
1985, cuando Hughes publica una serie de articulos describiendo la asociacion de
distintas manifestaciones clinicas con la presencia de anticuerpos aCL. A esta
entidad clinica se le denomind posteriormente “sindrome de anticuerpos

antifosfolipidos” o “sindrome de Hughes”’

. En 1989 Alarcén-Segovia y Sanchez-
Guerrero publican por primera vez los criterios de clasificacion de pacientes que
presentan manifestaciones clinicas y datos de laboratorio para el sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos (SaF) y que no presentaran manifestaciones clinicas
de otras enfermedades autoinmunes, principalmente Lupus Eritematoso
Generalizado (LEG); a esta entidad clinica se le denominé como “sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos primario” (SaFP) para asi poderla diferenciar del
“Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos secundario” (SaFS) donde se presentan

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

autoinmunes principalmente LEGS.
1.2 Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SaF).

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

presencia de trombosis a nivel arterial y/o venoso. Ademas, en mujeres se
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presentan abortos recurrentes asociados a la presencia de titulos altos de
anticuerpos antifosfolipidos™®. La oclusién de arterias y/o venas afecta a distintos
organos con un amplio espectro de manifestaciones clinicas, entre las que se
encuentran: alteraciones neuronales, cardiacas, renales, hematologicas
endocrinas, gastrointestinales, pulmonares, dermatoldgicas, obstétricas Yy
vasculares aunque, Unicamente la trombosis y los abortos recurrentes estan

consideradas en los criterios de clasificaciéon de Sydney para el SaF*>** (tabla 1).
1.3 Anticuerpos antifosfolipidos (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 sélo contra FL, sino también contra proteinas plasmaticas que se
unen a FL. Estos anticuerpos son detectados mediante dos pruebas distintas, una
para la deteccion directa de los aFL en fase sdlida (ELISA) y la otra para la
deteccién indirecta con base en las pruebas de coagulacion para la deteccion del
AL (vg. tiempo de protrombina [TP], tiempo de tromboplastina parcial activada
[TTPa] tiempo de coagulacion por Caolin [TKC] y tiempo del veneno de vibora

Russell [TVVR])*.
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Tabla 1. Criterios de clasificacién de Sydney para el sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

Criterios Clinicos

Trombosis vascular
e 21 episodio clinico de trombosis arterial, venosa o de vasos pequefios, en algin 6rgano o tejido.
e Trombosis confirmada por estudios de imagen o histopatolégico

e Trombosis presente sin evidencia de inflamacién en la pared vascular

Morbilidad en el embarazo

e 21 muerte inexplicable de un feto normal morfolégicamente o antes de las 10 semanas de
gestacién, con morfologia del feto normal documentada por ultrasonido o por examen directo del
feto

e 21 nacimiento prematuro de un neonato normal morfolégicamente antes de las 34 semanas de
gestacién debido a eclampsia, preclamsia severa o caracteristicas especificas de insuficiencia
placentaria.

e 23 abortos espontaneos recurrentes inexplicables antes de la décima semana de gestacién, con

exclusién de anormalidades anatomicas maternas, hormonales o cromosémicas

Criterios de laboratorio
Anticoagulante lUpico
e Presente en plasma en 22 ocasiones en <12 semanas, detectado de acuerdo a los lineamiento de la
Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (Subcomité cientifico sobre AL/anticuerpos
dependientes de FL)
Anticuerpos anticardiolipina de isotipo IgG y/o IgM
e Presente en suero o plasma a titulos 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-B2GPI de isotipo 1gG y/o IgM
e Presente en suero o plasma (titulo > a la percentila 99), 22 ocasiones en <12 semanas, medido por

un ELISA estandarizado, de acuerdo a los procesos recomendados

*Se diagndstica al paciente con SaF si hay 21 criterio clinico mas 1 criterio de laboratorio. Tabla modificada

de Miyakis et al.’
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Actualmente se han descrito mas de 40 posibles antigenos de los aFL
presentes en plaquetas, endotelio vascular o en forma soluble en el torrente
sanguineo 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 [B.GPI, protrombina, proteina C y S y anexina V]; b) Grupo 2, aquellos
gue son aceptados, pero poco estudiados [trombina, anexina 2, C4, factor H,
cininégenos, calicreina, FVII/FVIla y antitrombina]; ¢) 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
plaguetas y CD40/CD40L]; e) Grupo 5, asociados a aFL [CD36, trombomodulina y
fosfolipasa A2]; f) Grupo 6, implicitos por definicion [FVIII, FX, FXI y FXII]*® y otros

antigenos que aln se desconoce su importancia en el SaF**.
1.4 Mecanismos patogénicos de los aFL

Los aFL pueden interactian por dos mecanismos patofisiol6gicos distintos. En
el primero, se alteran las reacciones hemostaticas que ocurren en las membranas
de ciertas células (plaquetas y células endoteliales) y en el segundo se altera la
cinética de coagulacion-anticoagulacion por reaccién cruzada con proteinas de

unién a membrana y por inhibicién en la interaccion de proteina-FL [Tabla 2]*°.
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Tabla 2. Mecanismos de trombosis mediados por aFL en el SaF

1. Reaccion de inhibicion de anticoagulantes

L } . a) Inhibicion de la activacién de
1.1 Inhibicion de la proteina C reactiva
la proteina C
b) Inhibicion de la proteina C
activa
1.2 Inhibicion de la actividad antiprotrombina
1.3 Desplazamiento de la anexina V
1.4 Inhibicion de la actividad anticoagulante de la
B,GP-I
2. Eventos mediados por células
. a) Expresion del factor tisular
2.1 Monocitos
3 ) a) Incremento en la actividad
2.2 Células endoteliales
procoagulante de la células
endoteliales
1) Expresion del factor tisular
2) Expresiéon de moléculas de
adhesioén
b) Alteracién de la fibrindlisis
c) Desregulacion de
eiocosanoides
1) Decremento en la produccion
de PGI, por parte de las
células endoteliales
2.3 Plaquetas
a) Incremento en la produccion

de tromboxano A2

Tabla modificada de Espinosa et al.™

20



1.5 Anticoagulante Itpico (AL)

El AL es un grupo heterogéneo de inmunoglobulinas de isotipos IgG, IgM e IgA
que interfieren con las pruebas de coagulacion in vitro dependientes de
fosfolipidos TP, TTPa, TCK y TVVR [Figura 1]**'®. 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 desérdenes
hemorragicos®. Fue hasta 1972 cuando Feinstein y Rapaport introducen el nombre

»17

de “Anticoagulante Lupico”™" y en 1975 Nilsson et al. describen la primera

asociacion del AL con abortos espontaneos recurrentes®®.

Si bien, el fenbmeno de AL se define en los ensayos in vitro con prolongacion
en los tiempos de coagulacion, en los fendmenos in vivo se desarrolla un efecto
procoagulante®®, esto principalmente debido a la ausencia de la anexina V que
cubre la superficie de la bicapa lipidica e inhibe la formacién de los complejos
procoagulantes, cuando no esta presente la anexina V el complejo aFL-B.GPI
puede prolongar los tiempos de coagulacion, ya que se incrementan la afinidad de
la B2GPI por las membranas celulares reduciendo la disponibilidad de los factores
de coagulacion. Por otro lado, los complejos también pueden favorecer el
desplazamiento de la anexina V, incrementando la cantidad de fosfolipidos

expuestos al medio e induciendo la cascada de coagulacion®®.

Antes de la identificacion de la participacion de la B.GPI en el AL, se

reportaban algunos subtipos de AL de acuerdo con el comportamiento de

20,21
C

inhibicion del coagulo en TK y fue hasta 1992 cuando Oosting et al. y Roubey
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et al. demostraron que algunos AL dependen de la B,GPI para ejercer su actividad
anticoagulante, estableciendo asi a la B,GPlI como uno de los principales
antigenos del AL#*?3, Por otro lado, en 1991 Bevers et al. describen la importancia
de la protrombina (PT) en la reactividad de algunos AL?**, demostrando que la PT
actia como otro antigeno de los aFL especificamente en aquellos pacientes con
AL positivo. Actualmente, se puede diferenciar la actividad de AL dependiente de
la B.GPI y la dependiente de PT, debido a que al adicionar CL se inhibe la
actividad del AL dependiente de B.GPI no asi la dependiente de PT en el ensayo
de TTPa, ya que la B.GPI se une principalmente a CL, mientras que la PT se une

a FTS®,
1.6 Anticuerpos anticardiolipina (aCL)

Los aCL son anticuerpos de isotipo 1gG, IgM e IgA que reconocen el complejo
CL-B2GPI, los cuales estan relacionados con la patogénesis del SaF. Aunque
también existen los denominados aCL “verdaderos” que reconocen a la CL en
ausencia de B,GPIl o PT y estan relacionados con enfermedades infecciosas a
titulos elevados®® y ademas estan presentes en individuos sanos (como

anticuerpos aFL naturales ocultos, entre otros)?’.

Actualmente los ensayos comerciales para la deteccién de los aCL Uunicamente
detectan el complejo CL-B.GPI, por lo que no es posible la deteccion de los aCL
verdaderos, debido a que los anticuerpos aCL dirigidos contra el complejo CL-
B.GPI presentan una mayor asociacion con las manifestaciones clinicas del SaF

que los aCL verdaderos®®%. Ademas, se observa el mismo efecto sobre los aCL
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cuando se utiliza la B,GPI de otras especies (vg. rata, ratbn y bovina, las cuales
tienen una alta homologia con la B,GPIl humana [>85%]) explicando asi por qué
los anticuerpos son detectados en ensayos convencionales en presencia de la

B-GPI bovina, cuando se usa suero bovino fetal como agente bloqueante®.

TTPay TCK
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TP '
Factor tisular FXIIa <@ Factor XII
Precalicreina
M HMWK
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Factor VII = FVIIa
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Factor X ey FXa
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\
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Figura 1. Deteccidn del AL. Procesos donde participan las pruebas de deteccion del AL en la
cascada de coagulacion dependiente de fosfolipidos. TTPa y TKC via intrinseca, TP via extrinseca

y TVVR via comdn.
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1.7 B2-glicoproteina |

La B.GPI es una glicoproteina plasmatica de 326 residuos de aminoacidos 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
300ug/mL3+*2. Anteriormente se le denominaba como apolipoproteina H por su
asociacion con lipoproteinas cuando fue descubierta; actualmente sélo se
denomina B,GPI*3. Es sintetizada en higado y placenta® *>. Por su conformacién
tridimensional se puede ubicar dentro de la superfamilia de proteinas reguladoras
del complemento (Complement control protein; CCP)*® aunque no cumpla esa
funcion, las CCP se caracterizan por presentar dominios repetidos de
aproximadamente 60 residuos de aminoacidos unidos por puentes disulfuro
denominados dominios “Sushi” [Figura 2B]** . Ademas la B,GPI presenta un sitio
de union a FL que se localiza en el dominio V [figura 2C], en una region rica en
lisinas presente entre los residuos de aminoacidos del 280 al 288%"%. Por otro
lado, contiene cinco cadenas de carbohidratos de N-glicosilaciones, cuatro en el
dominios 11l (N149, N162, N184 y N194) y una en el dominio IV (N253)%*. Estas
cadenas de carbohidratos presentan pequefias modificaciones en sus terminales
lo que se denomina microheterogeneidad de la B,GPI [Figura 2D] y son capaces

de alterar la afinidad hacia los FL entre 0.1 a 2.0 pM*°.

Por otra parte, la B,GPl se encuentra en circulacion sanguinea en forma
cerrada [Figura 3A], interactuando el dominio | con el dominio V, aunque también
se ha descrito la interaccién del dominio | con los carbohidratos presentes en el

dominio Il dando lugar a la forma S [figura 3B]**. Cuando la B,GPI se une a los FL
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se produce un cambio conformacional de la estructura terciaria de la proteina
[Figura 3C] permitiendo la exposicion de epitopos cripticos, los cuales son

reconocidos por los aFL [Figura 3D]***3,
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Figura 2. Estructura conformacional de la B,GPI. A) Conformacion tridimensional de la
B.GPI, en verde sitio de unién a FL, azul fuerte cadenas de carbohidratos, en rojo estructura 3-
plegada y en azul claro plegamiento aletorio; B) Representacion esquematica de los dominios tipo
“sushi” de la B,GPI y C) conformacion tridimensional de los dominios | y V; y D) Representacion
esquematica de la cadena de carbohidratos (microheterogeneidad), cadena con terminales iguales

(completa) y con terminales distintas (hibrida). Figura modificada de Bouma et al.¥’ y Koike et al.®
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Figura 3. Modelo del cambio conformacién B,GPIl: A) B,GPI cerrada, interaccion entre el
dominio I, V y las cadenas de carbohidratos presentes en el dominio Ill; B) B,GPI en forma S,
interaccién entre el dominio | y los carbohidratos y C) B,GPI abierta. En rojo se representan las
cadenas de carbohidratos; D) Mecanismo de unién de anticuerpos a la B,GPI, los aFL no se
pueden unir a la B,GPI libre, cuando la B,GPl se une a la membrana sufre un cambio
conformacional que permite la exposicion del epitopo en el dominio | y es reconocido por los aFL,
el reconocimiento se estabiliza por la dimerizacion de la B,GPI. Figura modificado de Agar et al.** y

de Laat et al.*
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La principal funcién descrita de la 3,GPI es su capacidad anticoagulante, ya
que es capaz de interaccionar con diversos componentes de la cascada de
coagulacion y de la via fibrinolitica [Figura 4] ocasionando prolongacién del tiempo
de generacién de trombina®“*. La B,GPI compite con los factores de coagulacién
en la union a FL de las membranas de células endoteliales y plaquetas. Por otro
lado, la plasmina y el FXa (menos eficiente) pueden romper a la B.GPI en el
dominio V (K317-T318) in vitro impidiendo asi su unién a FL*"°. Este fenémeno
se potencia en presencia de heparina, que inhibe la generaciéon de plasmina por el
activador de plasmindgeno tisular (APt). Esta conversion es un evento importante
en el sistema fibrinolitico. La B2GPI escindida se encuentra presente en pacientes
con AL; ademas, genera in vivo un importante mecanismo de autorregulacién
entre la B,GPI y los factores de coagulacién [Figura 4]*"*®. También, se ha
observado que la B,GPI inhibe la participacién del FXIl en presencia de FL e
inhibe la activacion del FX en presencia de plaquetas activadas; dicha inhibicién
es interrumpida por la presencia de aFL***°. Por otro lado, la B.GPI, se une in vitro
al FXI (con una afinidad semejante a la de los Cininégenos de Alto Peso
Molecular; HMWK) inhibiendo asi la activacion por trombina y el FXlla. La escision
de la B,GPI interrumpe la inhibicién pero no su unién®'. Ademas, la sustitucién de
los HMWK facilita no sélo la inhibicion, sino también la subsecuente escision de la
B.GPI por parte de la plasmina en el coagulo®2. Lo anterior sugiere que la principal
accion anticoagulante en condiciones fisiologicas normales es la inhibicion de la

activacion de la via intrinseca de la coagulacion®.
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Figura 4. Participacion de la B,GPl en la cascada de la coagulacion y mecanismo
fibrinolitico. En flechas grises, las vias de inhibicién de la cascada de coagulacién donde participa
la B,GPI dependientes de FL; en flechas negras vias de activacion de la cascada de coagulacion

donde participa la p,GP-I. Figura modificada de Miyakis et al.*

Por su parte, la accién procoagulante de la B,GPI incluye la inhibicion de la
degradacion del FVa por la proteina C activada por proteina S (PCaPS); la
inhibicién es potenciada por la presencia de aFL*®. Ademas, la escisién de la
B.GPI por plasmina neutraliza la inhibicidon en la activacion del FXI por la B,.GPI,
dando como resultado una activacion excesiva de la coagulacion y la formacion de
trombina®2. La trombina por su parte inhibe la produccién de plasmina via el

inhibidor de fibrindlisis activado por trombina (IFAT) [figura 4]. Ademas la 3.GPI
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escindida inhibe la activacion del plasminégeno por la plasmina, atenuando el

sistema fibrinolitico>".
1.8 Anticuerpos anti-B.GPI

En 1990, tres grupos distintos reportaron que los aFL presentes en suero de
pacientes con SaFP o SaFS requieren B,GPI para ser detectados in vitro?°**°,
Desde entonces, varios grupos han reportado la importancia de la B.GPI en el
reconocimiento de los aFL patogénicos en pacientes con SaF>°. Este

reconocimiento principalmente se debe al cambio conformacional que sufre la

B.GPI al unirse con los FL*.

Los primeros indicios del cambio conformacional los describieron Matsuura et
al. en 1994, encontrando que los aFL poli y monoclonales murinos contra la B.GPI
en placas de poliestireno irradiadas en ausencia de CL presentan reactividad
similar a la reactividad contra el complejo de CL-B,GPI y esta reaccion es inhibida
cuando se adiciona el complejo CL-B,GPI*’. Este efecto también fue observado
por Chamley et al. demostrando que el reconocimiento de los aFL se debe a un
cambio conformacional de la B,GPI y la probable exposicion de epitopos cripticos

[Figura 3D]%.

Por su parte Roubey et al. proponen que el reconocimiento en placas
irradiadas se debe al incremento en la densidad del antigeno y no a la exposicion
de los epitopos cripticos®. Posiblemente esta discrepancia se deba a que ambos
grupos de investigacion utilizaron dos técnicas distintas en la cuantificacion o bien

sea por la misma heterogeneidad de los anticuerpos utilizados. Otra posible
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explicacion es mostrada por Igarashi et al. donde encuentran en una B,GPI
recombinante mayor reactividad de los aFL debido posiblemente a la dimerizacion
espontanea de la misma recombinante tanto en placa irradiada como no irradiada,
lo que sugiere la importancia de la union bivalente de los aFL con el proceso de

dimerizacién que permite la exposicién de epitopos criticos®>®*,

Por otro lado, uno de los principales epitopos cripticos expuestos después del

cambio conformacional se localiza en el dominio 12

. El primer estudio que muestra
la participacion del dominio | fue realizado por Iverson et al. en 1998, ellos
utilizaron dominios recombinantes y encontraron que el dominio | es capaz de
inhibir la interaccion de los aFL contra la B,GPI nativa®®. Estudios posteriores con
mutaciones puntuales demuestran la participacion de la regién R39-R43 del
dominio | en el reconocimiento de los aFL®*®. Ademas, el dominio | presenta

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

comparado con otros dominios de la B,GPI1°%¢’.

Otro factor importante para el reconocimiento de los aFL es el polimorfismo en
la B.GPI, debido a que dirige el reconocimiento y la exposicion de epitopos cuando
hay cambios conformacionales inducidos por la interaccion con FL. Actualmente,
se conocen cuatro polimorfismos en la B.GPI, localizados en las posiciones: 88,
247, 306 y 326°. El polimorfismo mas estudiado es en la posicion 247 (VL)
localizado en el dominio V muy cerca del sitio de uniéon a FL. Este polimorfismo
afecta la funcion de la B,GPI y el reconocimiento de los anti-B,GP-I. Ademas, se
observa mayor prevalencia del homocigoto V/V247 en pacientes con SaF
69,70,71,72.

comparado con sujetos sanos en poblacién japonesa y mexicana
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Por otro lado, los aFL pueden ocasionar la sobre-expresion de moléculas de
adhesion via union con B,GPI como ICAM-1, VCAM-1 y P-selectina en endotelio
vascular’®. También, inducen la sefializacién por complejos multiproteicos que
incluyen Anexina A2, TLR4 (acronimo del inglés Toll-Like Receptor 4) y
calreticulina. En el caso del TLR4, la activacion es via MyD88 terminando con la

activacion del factor nuclear xB (NF-kB)"*""®

, mientras que en monocitos se
incrementa la expresion del FT y liberacion de TNFa via anexina A2, TLR4 y las
balsa lipidicas (lipids rafts) . Otros experimento muestran la participacion de
TLR2 y CD14 en la activacion de monocitos y células endoteliales [Figura 5]® y
ciertos estudios proponen la participacion del CD40 en la activacion del endotelio,
con base en la similitud de la regién del 239 al 245 del CD40 con el segmento de
los residuos de aminoacidos del 7 al 13 de la B,GPI, el cual se localiza en el

dominio |, debido a que se encontraron anticuerpos de la region antes mencionada

del CD40 en pacientes con SaF’®.
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IL-8, TNF-o
MCP-1
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Figura 5. Activacion de células endoteliales via complejo aFL-B,GPI. Activacién via FTS,
CD14, TLR2 y TLRA4. Expresion de moléculas de adhesion, liberacion de citocinas proinflamatorias
y la expresion del FT. Figura basada de Ma et al.”*; Allen et al.”®; Raschi et al.”®; Sorince etal.”” y

Satta et al.”®

En plaquetas, los complejos aFL-dimeros de B,GPI interaccionan mediante el
receptor 2 de la apolipoproteina E (ApoER2; miembro de los receptores de
lipoproteinas de baja densidad, que se expresa en plaquetas y trofoblastos) y la
glicoproteina Ib-IX-V induciendo la activacién plaquetaria [Figura 6]%°8%2
ocasionando presencia de trombos ricos en plaquetas. Por otro parte, diversos
estudios han mostrado la participacion de los complejos aFL-B.GPI en la
desregulacion de la hormona gonadotropina coridnica humana en los trofoblastos
83,84

in vitro, lo que podria explicar la perdida fetal in vivo
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Figura 6. Activacion plaquetaria via complejo aFL—[iz-GPI. Activacion p38 en plaquetas via

receptor 2 de apolipoproteina E y complejo glicoproteina Iba -V-IX. Figura modificada de Shi et al.®

y Canobbio et al.??

Si bien los reportes actuales muestran cambios conformacionales de la B,GPI
con una subsecuente exposicidn de epitopes cripticos que permiten la unién de
los aFL, todavia se desconoce la participacion de las cadenas de carbohidratos. El
presente trabajo muestra que la eliminacion del acido siadlico en la cadenas de
carbohidratos de la B,GPI es suficiente para incrementar la reactivad de los aFL, y
también permite la diferenciacion de células U937 a monocitos, demostrando que
las cadenas de carbohidratos participan en la proteccion de epitopos cripticos en

la B2GPI.
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2. Justificacién del proyecto

Si bien diversos estudios muestran la existencia de epitopos en los cinco
dominios de la B,GPI, aun se desconoce la participacién que tienen las cadenas
de carbohidratos de la B.GPI en su reconocimiento por los anticuerpos anti-p,GPI.
No obstante que la B.GPI es una proteina altamente glicosilada, los estudios
reportados con respecto a los carbohidratos sélo describen cierta participacion,
pero no son concluyentes. Es por ello que el presente trabajo permitira entender
posibles mecanismos involucrados en el reconocimiento y participacion de los

carbohidratos de la B,GPI en los procesos tromboticos asociados al SaFP.

3. Hipotesis

Las cadenas de carbohidratos de la ,GPI cubren epitopos cripticos e impiden
la reactividad de los anticuerpos anti-B,GPI contra la B,GPI. La disminucion o
eliminacion de las cadenas de carbohidratos en la B,GPI, permiten la reactividad

de los anticuerpos anti-,GPI, ademas de la activacion y diferenciacion celular.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Estudiar la participacién de las cadenas de carbohidratos de la B,GP-I en la

reactividad de los anticuerpos anti-p,GPI de pacientes con SaFP.

4.2 Objetivos particulares

1. Determinar la reactividad de los anticuerpos anti-B,GPI de pacientes con
SaFP, mediante ensayos de ELISA contra B,GPI nativa, B,GPI parcial o

totalmente desglicosilada.

2. Estudiar si los complejos de anticuerpos anti-p,GPI-glicoformas de la B,GPI,
son capaces de activar y diferenciar células U937, mediante la deteccién de

marcadores de diferenciacion CD14, CD11c y HLA-DR.

3. Determinar la presencia de las citocinas: IL-4, IL-6, IFNy y TNFa mediante
luminometria en el sobrenadante de los cultivos de células U937,

estimuladas con complejos anticuerpos-glicoformas de la ,GPI.
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5. Metodologia

5.1 Pacientes

Se obtuvieron sueros de pacientes que cumplian los criterios de
clasificacion de Sydney y Alarcon-Segovia para el sindrome de antifosfolipidos
primario (SaFP)®'°. Se excluyeron los pacientes que presentaron criterios de
clasificacion de Lupus Eritematoso Generalizado o que tuvieran anticuerpos anti-
ADN positivo®®>. Ademéas se recolectaron sueros de sujetos sanos que ho

presentaron alguna morbilidad en el momento de la toma de muestra.
5.2 Purificacion de la p.GPI

Se realizé la purificacion de la B,GPl de acuerdo con lo reportado por

Schousboe et al.®,

Brevemente, se filtr6 100mL de plasma en una malla
separadora de células (GIBCO) y se agregé 3.5 mL de HCIO,4 al 70%, la mezcla se
incubo6 a temperatura ambiente en agitacion suave durante 30min. Transcurrido el
tiempo de la incubacion, la mezcla se centrifugd a 6,000 x g durante 30min a 5°C.
Se ajusto6 el sobrenadante a un pH de 8.0 utilizando NaOH 1M. Se dializé contra
tres cambios del amortiguador Tris-HCI (Tris 20mM; pH 8.0) durante 48 horas. El
dializado se colocé en un tubo conico de 50mL (Falcon) y se pas6 por una
columna de heparina (HiPrep 16/10 Heparin FF; Amersham Bioscience)
previamente equilibrada con amortiguador de Tris-HCI en el equipo AKTA prime
(Amersham Pharmacia Biotech). La muestra se paso6 por la columna de heparina a

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

HCI. Posteriormente, se eluyeron las proteinas con distintas soluciones de sales
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[1) Tris-HCI 20mM, NaCl 30mM; 2) Tris-HCI 20mM, NaCl 150mM y 3) Tris-HCI
20mM, NaCl 1M], Se recuperé la segunda fraccion de elucion de la B.GPIl y se
dializ6 contra PBS (NaCl 137 mM; KCI 2.7 mM; NaHPO,4 10 mM y KH,PO4 2 mM;
pH 7.4). Posteriormente, se pasd por una columna de anticuerpos anti-B.GPI
previamente equilibrada con PBS. La columna se lavé con cinco camas de la
columna con PBS y se eluyd con amortiguador de Glicina (Glicina 50mM, NaCl
150mM, pH 2.2) se recolecté la B.GPI en 300uL de amortiguador de neutralizacion
(Tris-HCI, pH 9.0). Posteriormente la B,GPI se dializé contra PBS durante 40 horas
y se concentré la proteina en Amicon-Ultra (Ultracel 30K, Millipore). La pureza se
determind mediante electroforesis de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE) al 10%.

5.3 Purificacion de anticuerpos de isotipo IgG

Se adicionaron 200uL del suero de pacientes y sujetos sanos por separado
a 600uL de PBS y la dilucién se coloc6é en una columna de centrifugacion con
proteina A-sepharosa (SIGMA) previamente equilibrada con PBS y se incubd por
una hora a 25°C. La columna se centrifugd 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
eluidos en 300uL de amortiguador de neutralizacion. Posteriormente se dializaron
los anticuerpos con tres cambios de PBS durante 48 horas y se ajusto la
concentracion a 1mg/mL de inmunoglobulinas. La pureza se determiné mediante

SDS-PAGE al 12%.
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5.4 Generacion de las glicoformas de la ,GPI

5.4.1 Desglicosilacion completa de la g.GPI (cdg.GPl).

Se realiz6 la desglicosilacion completa mediante el equipo GlycoProfile IV
Chemical Deglycosilation Kit (SIGMA) de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. En resumen, se colocaron 50uL de acido trifluorometano sulfénico
(SIGMA) en un frasco de vidrio con 100ug de B.GPI previamente enfriada y se
incubé durante 5 min en hielo seco/etanol; posteriormente el frasco se agit6
brevemente y se incubd durante 4 hora a -20°C. Se adiciondé 150uL de una
solucion de piridina (SIGMA) y se coloco el frasco en hielo seco durante 20 min, la
muestra se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 2mL y se adicion6 400uL de
solucion de neutralizacion (SIGMA), el tubo se incub6 a 4°C durante 30 min y se
centrifugo a 10,000 x g durante 15 min a 4°C; el precipitado se resuspendié en
500uL de PBS. Se concentré con Amicon-Ultra 30K (Millipore) y se almaceno a -

70°C hasta su uso.

5.4.2 Desglicosilacion Parcial de la g,GPI (pdg.GPI; remocion del acido

sialico)

Se realizé la desglicosilacion parcial utilizando el equipo Enzymatic Protein
Deglycosylation Kit (SIGMA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
En resumen, se disolvié 100ug de B.GPI en 45uL de amortiguador de reaccion
(SIGMA) y se adicion6 2L de neuroaminidasa (SIGMA) y 3uL de H,O. Se incubd
la reaccion a 37°C durante toda la noche. Se verificé la dpp.GPI mediante SDS-

PAGE al 12%. La reaccion se diluyo en 500uL de PBS y se pasé por una columna
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de heparina y se realiz6 el mismo procedimiento como se establece en el
segmento 2.2 con ciertas modificaciones, utilizandose Unicamente la solucion de

elucién 3.

5.5 Medicion espectrométrica de las glicoformas de la .GPI.

Se ajustd la concentraciébn de las glicoformas a una concentracion de
0.1mg/mL en PB y se ley6o en el UV cercano utilizando el espectropolarimetro
JASCO J-720. Se reportaron las sefiales de DC como elipticidad residual media
(0), 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 excitacion a 290nm vy los resultados fueron

reportado como unidades arbitrarias (UA).

5.6 Reactividad de los anticuerpos IgG contra f,GPl y cardiolipina

(CL).

Se utilizaron placas comerciales de ELISA para B.GPI y cardiolipina (aCL)
[QUANTA Lite, INOVA Diagnostic] de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. En resumen, se adicioné 100uL de una dilucion 1:100 de los sueros en
amortiguador de dilucién (INOVA). Se incubd por 30 min a temperatura ambiente,
se realizaron lavados con amortiguador HRP (INOVA) y se adicion6 100uL de un
anticuerpo anti-humano conjugado con HRP (INOVA) y se incubé 30 min a

temperatura ambiente. Se lavo la placa con amortiguador HRP. Se adiciond 100uL
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de TMB (INOVA) y se incubé 30 min en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente se adiciond solucién de paro (INOVA) y se incubd por 5 min a
temperatura ambiente. Se leyd 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
determind utilizando el valor de referencia de aCL y anti-B,GPI de isotipos IgG (<

8.4 UGPL para ambas pruebas) obtenido mediante percentila 95

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

glicoformas

5.7.1 Reactividad contra las glicoformas de la #,GPI

Se sensibilizaron tres placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Inc;
Danemark 97F) con 100uL por separado de B,GPI, dpB.GPI y dcB.GPI disueltos
en PBS para obtener una concentracion final de 10ug/mL por pozo. Se incubaron
las placas toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con 300uL
de PBS-Tween 20 al 0.05% (PBS-T) y se bloquearon con albumina sérica bovina
(ABS) al 1.5% en PBS (PBS-A) durante 2h a 37°C. Después, se realizaron 3
lavados con 300uL PBS-T por pozo y se adicionaron 50uL de anticuerpos
purificados disueltos en PBS-A para obtener una concentracion final de 10pg/mL
por pozo y se incubo durante 1h a 37°C. Se realizaron 3 lavados con PBS-T y se
adicion6 50uL de anticuerpos de raton anti-lgG humana conjugado por HRP
(SIGMA) por pozo a una dilucién 1:5000 en PBS-A y se incubd la placa 1h a 37°C.

Se realizaron 3 lavados con PBS-T y se adicioné 100uL de TMB (ORGENTEC)
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por pozo como sustrato, pasados 20 min se adiciondé 100uL de &c. o-fosférico
(ORGENTEC) por pozo y se leyeron las placas en un lector de ELISA (Sunrise;

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

5.7.2 Reactividad contra el complejo CL-glicoformas de la #,GPI

Se sensibilizaron tres placas de poliestireno de 96 pozos (NUNC) con
100puL de CL disuelta en metanol para obtener una concentracion final de 50ug/mL
por pozo. El metanol se evaporé en una cdmara de N,. Se bloqued la placa con
300uL de PBS-A durante 2 horas, posteriormente se adicioné 100uL por separado
de B.GPI, dpp.GPI y dcB,GPI disueltos en PBS para obtener una concentracion final
de 10ug/mL por pozo. Las placas se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se realizaron los ELISA de acuerdo al segmento 5.7.1, modificando la

solucién de lavado, utilizando Unicamente PBS como soluciéon de lavado.

5.7.3 Curva dosis-respuesta

Se sensibilizaron distintas placas poliestireno de 96 pozos con 100uL por
separado de B,GPI, dpB.GPI y dcB.GPI disueltas en PBS para obtener diferentes
concentraciones por pozo [0, 3, 5, 10, 15, 20 y 50ug/mL]. Se incubaron las placas
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realiz6 los ELISA de acuerdo al segmento

5.7.1.

5.8 Ensayos de inhibicion contra las glicoformas de la ,GPI

Se colocaron 200puL por separado de B,GPI, dpp.GPI, dcf.GPIy ASB como

control, disueltas en PBS para obtener diferentes concentraciones [0, 3, 5, 10, 15y
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20pg/mL] en tubos de microcentrifuga de 1.5mL y se adicionaron 200uL de
anticuerpos disueltos en PBS para una concentracion final de 10ug/mL en cada
uno de los tubos. Se incubaron las reacciones durante 16h a 4°C en agitacion
suave y se realizd ELISA en placas previamente sensibilizadas con los distintos
antigenos. Los valores obtenidos fueron reportados como porcentaje de inhibicion

y se calcul6 de la siguiente manera:
% de inhibicién = [(OD anti-B,GPI — OD anti-B8,GPI con inhibidor)/OD anti-8,GPI] X 100

5.9 Marcadores de diferenciacion celular y medicion 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 atmésfera hiumeda, con 5% CO,. Se lavaron los cultivos con PBS y
se adicioné 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 adicion6 por separado 100uL por pozo de B,GPI, dpB.GPI, dcB.GPl y PMA
como control, para obtener una concentracion final de 10ug/mL. Se incubaron por
2 horas en agitacion suave. Posteriormente, se adicionaron 100uL de los

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

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

5.9.2 Medici6én de citocinas.

Se realiz6 la cuantificacion de citocinas mediante el equipo de Human
cytokine (Millipore). En resumen, se adicionaron 25uL de amortiguador de ensayo
por pozo (Millipore) en una placa de 96 pozos con fondo de filtro previamente
bloqueado con 200uL de amortiguador de ensayo (Millipore). Posteriormente se
adicionaron 25pL del sobrenadante de los cultivos celulares y se adicionaron 25uL
de la mezcla de las perlas para cada citocina (IL-4, IL-6, INF-y, TNF-a) por pozo y
se incubo la placa toda la noche a 4°C con agitacidon. Se realizaron dos lavados
con 200uL por pozo de amortiguador de lavado (Millipore), la solucion de lavado
se removio por vacio y el remanente de la solucion se elimind mediante un papel
absorbente. Se adicionaron 25uL de anticuerpo de deteccion (Millipore) por pozo y
se incub6 durante 1h a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente, se
adicionaron 25uL de estreptavidina-ficoeritrina (Millipore) por pozo y se incubé en
oscuridad durante 30min a temperatura ambiente en agitacion. Se realizaron dos
lavados con amortiguador de lavado y se adicionaron 100uL de Sheath Fluid
(Millipore) por pozo; la placa se incub6é por 5 min en agitacion y se ley6 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 Citometria de flujo de las células U937

Se recolectaron los cultivos celulares de las U937; se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 500pL de PBS. Se adicionaron 15 pL de la combinacion 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 agitacion y obscuridad. Se
lavaron las células con PBS y se adicioné 500uL de paraformaldehido al 1% por
tubo. Se leyeron 10,000 eventos en el equipo de citometria de flujo BD accuri C6

Flowcytometer.

5.10 Analisis estadistico.

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 estadisticamente significativos.
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6. Resultados

6.1 Pacientes

Se estudiaron 24 pacientes con SaFP (15 mujeres) de 29 + 9.8 afios de edad y
9.5 £ 5.5 afios de evolucién 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 1gG [39.8 (6.9-130.5) UGPL] y el 96%
fueron positivos para anticuerpos anti-B,GPI IgG [33.2 (4.9-187.5) UGPL]. Cuando
se comparo la reactividad del suero de pacientes con SaFP contra la reactividad
del suero de sujetos sanos, se encontré diferencias significativas para aCL 1gG (p

=0.0004) y anti-B,GPI (p = 0.0343) [Figura 7].

6.2 Desglicosilacion parcial y completa de la g,GPI.

Para corroborar la desglicosilacion parcial y completa, se realizd una
electroforesis. Se encontraron tres bandas de diferente peso molecular en distintos
carriles. Una banda de aproximadamente 50 kDa perteneciente a la B,GPI nativa,
una banda de aproximadamente 47 kDa para la dpB.GPl y una banda de

aproximadamente de 38 kDa para la dcf,GPI [Figura 8].
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Figura 7. Reactividad de los sueros contra aCL y B,GPIl. Reactividad de 24 sueros de
pacientes con SaFP (e)y 10 sujetos sanos [SS] (A) contra aCL y anti-B,GPI en placas de ELISA

comerciales. Los resultados son representados como UGPL.
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Figura 8. Electroforesis de las glicoformas de la [(,GPI. Electroforesis en SDS-PAGE al 12% y
tincion de plata. Linea 1 = PM; linea 2 = 3,GPI nativa (50 kDa); linea 3 = dpB,GPI (47 kDa) y linea

4 = dcB,GPI (38 kDa).
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6.3 Caracterizacion espectroscopica de las glicoformas de la p.GPI

Para determinar si la desglicosilacion afecta la conformacién de la proteina, se
realizaron estudios de espectroscopia por dicroismo circular y espectro de
fluorescencia de las glicoformas de la B,GPI. Se encontré que la dpB.GPI, exhibe
un espectro de DC con una pequefa variacion en relacién a la B.GPI nativa. En
contraste, la glicoforma dcB,GPI presenta una variacion alta en la sefial de DC,
indicando que los carbohidratos son factores determinantes en la conformacion de
la proteina [Figura 9a]. Ademas, la remocion de los carbohidratos también produjo
un cambio considerable en la sefal de fluorescencia [Figura 9b]. Por otro lado, se
observd que la dcB,GPI parece conservar una conformaciéon plegada debido a la
similitud que se presenta en el barrido térmico de CD con la B,GPI nativa [Figura

interior 9a].

6.4 Reactividad de anticuerpos IgG purificados contra las glicoformas

de la B,GPly complejo CL-glicoformas de la B,GPI.

Para determinar la reactividad de los anticuerpos IgG purificados de pacientes
con SaFP y sujetos sanos contra la B,GPI nativa y sus glicoformas, se realizaron
ELISA en placas de 96 pozos no irradiadas. Se encontré 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 B,GPI, dpB.GPI y dcB,GPI respectivamente (p=0.0078

contra 3,GPI y p<0.0001 contra dpB.GPI y dcp.GPI) [Figura 10].
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Figura 9. Propiedades espectroscépicas de las glicoformas de la B,GPI. A) Espectro UV
cercano. Todos los espectros realizandos usando una concentracion de ~3 uM de las distintas
glicoformas, en amortiguador de PB a 25°C, Interior A) Barrido térmico obtenido de la sefial CD a
222 nm en una proporcién de de 1°C/min. La fraccion aparentemente desplegada fue obtenida por
normalizacion de la sefial de CD a la temperatura en relacién con la diferencia en la elipticidad a 25

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

Cuando se comparé la reactividad de los anticuerpos anti-,GPI se encontrd
incremento en la reactividad contra dcf,GPI de 1.4 y 1.7 veces comparado contra
dpB.GPI y B.GPI respectivamente (p=0.0373 y p=0.0161) [Figura 10]. No se

encontro diferencias entre dpB.GPl y B.GPI. Al realizar la reactividad de los

anticuerpos purificados contra los complejos CL-glicoformas de la B.GPI, se
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encontro diferencias en la reactividad de los pacientes con SaFP contra los sujetos

sanos (p<0.0001 para CL-B.GPl y CL-dpB.GPI y p=0.006 para CL-dcp.GPI)

[Figura 11]. Por otro lado, no se encontr6 diferencias entre la reactividad de los

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

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

contra dcB,GPI1 y dpB.GPI comparada con la 3,GPI nativa [Figura 12]
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Figura 10. Reactividad de anticuerpos IgG purificados contra las glicoformas de la

B.GPI. Reactividad de IgG de 24 pacientes con SaF (m) y 10 sujetos sanos [SS](e) en

placas sensibilizadas con B,GPI, dpB.GPI y dcB,GPI. 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 B,GPI. Reactividad de IgG de 24 pacientes con SaF (m) y 10 sujetos sanos
[SS] (e) en placas sensibilizadas con los complejos CL-B,GPI, CL-dpB,GPI y CL-dcB,GPI. Los

datos son representados en mediana, con valores significativo de p<0.05.
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de anticuerpos IgG purificados contra las
glicoformas de la B,GPI. Curva dosis-repuesta de anticuerpos IgG purificados de 3 pacientes con

SaFP contra las 3,GPI nativa (¢), dpp,GPI (m) y dcpB,GPI (A). Los datos son reportados como

media + SEM.
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6.5 Inhibicion de los anticuerpos IgG en fase liquida con las

glicoformas de la #,GPI

Para determinar la capacidad inhibitoria de las glicoformas de la B,GPI, se
realizaron ensayos de inhibicion cruzada. Se encontré que la dcB.GPI y dpp.GPI
inhiben mas del 80% de la reactividad de los anticuerpos contra las glicoformas de
la B.GPI en forma dosis-respuesta alcanzando una meseta a la concentracion de
15ug/mL. Ademas, la B,GPI nativa solo inhibe un 40% de la reactividad de los

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

6.6 Expresion de marcadores de diferenciacion en células U937

inducidas por los complejos anticuerpos IgG-glicoformas

Para determinar si los complejos de anticuerpos anti-B,GPI-glicoformas de
la B.GPI son capaces de diferenciar las células U937 a monocitos. Se incubaron
las células U937 con las distintas glicoformas de la 3,GPI y con los anticuerpos
IgG purificados. Como se observa en la figura 8, se encontré un incremento en la
expresion de CD14, CD11c y HLA-DR cuando se estimularon con los complejos
de anticuerpos con dpB.GPI o dcB.GPI, mientras que los anticuerpos en presencia
de B.GPI nativa inducen una leve expresion de los marcadores. Por otro lado, no
se encontr6 expresidon de los marcadores en células estimuladas con los

anticuerpos solos [Figura 14]
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Figura 13. Ensayos de inhibicion. Ensayos de inhibicion de anticuerpos IgG anti-B,GPI de
pacientes con SaFP usando (3,GPI nativa (e), dpB,GPI (m), dcf,GPI (A) y ASB como control (V)
como inhibidores en placas no irradiadas, sensibilizadas con A) B,GPI nativa, B) dpB.GPI y C)
dcB,GPI. Los resultados son expresados como media + SEM.
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Figura 14. Expresion de marcadores de superficie en células U937. Expresién de CD14,

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

aFL IgG-glicoformas.
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6.7 Sintesis 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 sintesis de citocinas en U937, se realizd6 un ensayo multiple
de deteccion. Interesantemente, se observo un incremento en la sintesis de IL-6 e
IFNy comparado con IgG humana en ausencia de B,GPl humana exdgena.
Ademas, se encontré un incremento en la expresion de IL-6, IFNy y TNFa cuando
se estimularon las células con el complejo aFL-dcB.GPI comparado con aFL-
dpB.GPI (p=0.0247 para IL-6; p=0.0238 para IFNy y p=0.016 para TNFa), aFL-
B.GPI (p=0.0146 para IL-6; p=0.007 para IFNy y 0.0007 para TNFa) y aFL
(p=0.0102 para IL-6; p=0.0065 para IFNy y 0.0024 para TNFa). Por otro lado, no
se encontr6 expresion de IL-4 en los cultivos estimulados con los distintos

complejos aFL-glicoformas [Figura 15]
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Figura 15. Expresion de citocinas en sobrenadantes de cultivos U937. Concentracién de
citocinas pro-inflamatorias en sobrenadantes de cultivos de células U937 después de 6 horas de
estimulo con IgG aFL-glicoformas de la B,GPl y PMA como control de 11 pacientes con SaFP
(barra negra) y 10 sujetos sanos (barra blanca). A) IL-6, B) IFNy y C) TNFa. La sintesis basal de las
tres citocinas fue menor al limite de deteccién (<3.2pg/mL). Los resultados son expresados como

media + SEM, valores p<0.05 fueron tomados como significativos.
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7. Discusion

Diversos grupos han demostrado que la union de B,GPI a superficies de carga
negativa 0 membrana celulares inducen un cambio conformacional en la B,GPI,
gue pasa de una forma circular a una forma J, permite la exposicién de epitopos

Lo - . . 42,58,87,88
cripticos con la subsecuente reactividad de los anticuerpos anti-B,GPI . El
principal epitopo criptico reportado por su fuerte asociacion con trombosis en

pacientes con SaF es el Go-R4s que se encuentra en el dominio 144528,

En el presente estudio se encontré6 que la remocion del &cido sialico de la
B.GPI es suficiente para aumentar la reactividad de los anticuerpos anti-p,GPI
comparada con la B,GPI nativa. Este hallazgo se podria complementar con el
trabajo reportado por Kondo et al. donde encuentran que algunos pacientes con
SaF presentan una disminucién en el acido sialico de la Ni43 en la cadena de
carbohidratos de la B,GPI*°y explicar la reactividad de los anticuerpos anti-B,GPI
contra B,GPI desialidada anormalmente in vivo. Ademas, se encontr6 un mayor
incremento en la reactividad después de remover completamente la cadena de

carbohidratos de la B,GPI, siendo consistente con lo reportado por de Laat et al.®.

Por otra parte, se encontr6 que las glicoformas de la B,GPI presentan de
aproximadamente el doble la capacidad inhibitoria de los anticuerpos IgG
comparada con la B,GPI nativa en fase soluble. Ademas, la B,GPI nativa en
condiciones in vitro es capaz de inhibir a los anticuerpos IgG de manera dosis-

respuesta, lo que es consistente con la hipétesis que anteriormente nuestro grupo
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de investigacion propuso; que es la posible existencia de epitopos cripticos y no

cripticos en la B.GPI®.

También, se encontré que los carbohidratos son un factor determinante en la
conformacién de la B,GPl ya que a pesar de los cambios drasticos en sus
propiedades espectrales la dcB,GPI, lo que sugiere que la remocién de los
carbohidratos permite la exposicién de residuos de tript6fano al medio, no se
observa afectacion en su plegamiento, debido a la similitud que presenta el barrido
térmico comparada con la B,GPI nativa. Siendo este resultado consistente con el
patrén obtenido por Walsh et al. donde observan que los carbohidratos son
necesarios para la conformacién tridimensional de la B,GPI®*, aunque en el
trabajo de Walsh propone que la eliminacion de los carbohidratos afecta la
actividad biolégica de la glicoproteina, nosotros diferimos en su propuesta, ya que
los resultados que se muestran en el presente trabajo, se encontré reconocimiento
por parte de los aFL contra la B.GPI desglicosilada parcial y totalmente y ademas

este reconocimiento permite la interaccion con membranas celulares.

Al estudiar si los carbohidratos influyen en la activacion celular, se encontrd
induccion de la diferenciacion de células U937 a monocitos mediante la
estimulacion con IgG de pacientes con SaF en presencia de B,GPI nativa y sus
glicoformas. Ademas, se encontrd incremento en la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias principalmente IL-6, IFNy y TNFa, cuando las células U937 fueron
pre-incubadas con cdB,GPIl comparada con pdp.GPIl y B,GPI nativa. Estos datos
sugieren que los cambios conformacionales adquiridos por la B,GPI después de la
desglicosilacion completa le permiten un mejor anclaje a las membranas celulares
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con un posterior reconocimiento de los anticuerpos anti-B.GPI. Interesantemente,
las 1gG de pacientes con SaF son capaces de estimular la produccién de citocinas
comparada con las IgG de sujetos sanos en ausencia de B,GPI enddgena. Debido
a que las células fueron incubadas con medio libre de suero dos horas antes de la
adicion de IgG y que ninguna de las glicoformas de la B.GPI utilizadas en los
experimentos in vitro tienen actividad bioldgica intrinseca, lo que sugiere que la
actividad pro-inflamatoria es resultado de la reactividad de los anticuerpos IgG de
pacientes contra SaF contra B,GPI, aunque hay que considerar que los monocitos
son capaces de sintetizar B.GPI y FT en ciertas condiciones de LEG y SaFP "%,
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 B,GPI,
ademas de estudiar la via por la cual se activan las células U937 y si se obtiene el

mismo efecto de activacion en monocitos de pacientes con SaF-.
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8. Conclusiones
1. Las cadenas de carbohidratos cubren epitopos cripticos en la B,GPI que

son expuestos cuando se une a componentes de carga negativa.

2. La eliminacién del acido sialico en las cadenas de carbohidratos es
suficiente para permitir el reconocimiento de los anticuerpos anti-p,GPI a la

B2GPI en fase soluble

3. EI complejo FL/glicoformas/anticuerpos generado en las membranas
celulares son capaces de diferenciar las células U937 a monocitos y
permiten la expresion de citocinas pro-inflamatorias en los monocitos

diferenciados.
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