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RESUMEN

Las infecciones diseminadas causadas por micobacterias no tuberculosas han sido
descritas en pacientes con inmunodeficiencias. Particularmente individuos con defectos
genéticos en la via de la IL-12 dependiente de IFN-y, son altamente susceptibles a
infecciones micobacterianas y salmonelosis (Altare et al. 1998; Doéffinger et al. 2005). Por
otra parte, los anticuerpos anti-citocinas se han descrito en los ultimos afios, como una
importante y emergente causa de enfermedades. Sus manifestaciones son diversas e
incluyen proteinosis alveolar pulmonar debido a auto-Ac’s anti-GM-CSF, susceptibilidad
adquirida a infecciones micobacterianas por la presencia de auto-Ac’s contra IFN-y, auto-
Ac’s anti-IL-6 en un paciente con abscesos subcutaneos y celulitis estafilococal
recurrente; asi mismo, auto-anticuerpos neutralizantes contra citocinas IL-12, IL-17A,
IL-17F e IL-22 han sido reportados en pacientes con candidiasis mucocutanea crénica y/o
con sindrome poli-enddcrino autoinmune-1, timoma y miastenia gravis (Meager, et al.
2003; Zhang, et al. 2003; Doffinger, et al. 2004, Hoflich, et al. 2004; Puel, et al. 2008;
Kisand, et al. 2010; Puel, et al. 2010).

Objetivo: Estandarizar el ensayo de arreglo de microesferas en suspension, multi-
Plex (Luminex) con el uso de urea para determinar el grado de avidez de auto- Ac’s anti-
citocinas (IFN-y e IL-6) de muestras séricas humanas y de las fracciones de auto-Ac’s
purificados a partir del ensayo de cromatografia de afinidad por columna.

Métodos. Se analizaron 4 muestras séricas positivas a auto-Ac’s anti-IFN-y y anti-
IL-6 que fueron donadas por el Dr. Rainer Doffinger del Department of Clinical
Immunology and Biochemistry, Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, U.K. Los auto-Ac’s
contra IFN-y presentes en las muestras séricas se purificaron mediante la técnica de
cromatografia de afinidad en columna, empleando el kit de acoplamiento proteico de
micro enlace (Micro Link protein coupling kit); se acopl6 a una columna la citocina humana
recombinante (IFN-y), y a otra la proteina BSA (como control negativo). La deteccion de
los auto-Ac’s purificados en las diferentes fracciones eluidas fue confirmada por el ensayo
de Luminex. Mientras que los auto-Ac’s anti-IL-6 purificados fueron proporcionados en el
laboratorio de trabajo. Posteriormente, se determinaron los valores de indice de avidez de
los auto-Ac’s comparando dos concentraciones de urea (6 y 9 M) y utilizando la técnica
de un sistema multiple de microesferas BioPlex, basado en citometria de flujo; para la
determinacion de los indices de avidez se trabajaron por triplicado las muestras séricas y
los auto-Ac’s purificados.

Resultados. La técnica de Luminex resulté ser util para confirmar la presencia de
auto-Ac’s anti-citocinas en muestras séricas y en los eluidos de la purificacion de los auto-
Ac’s contra IFN-y e IL-6 obtenidos mediante cromatografia de afinidad en columna. Los
auto-Ac’s anti-IFN-y purificados resultaron estar presente en las eluciones E1, E2 y E3
obtenidas de la columna que tenia acoplada el IFN-y. Sin embargo, es importante
mencionar que cuando se realizd la disminucion del pH de 2.8 a 2.0 (a partir de la elucion
E8 a la E12) se lograron obtener nuevamente auto-Ac’s purificados en las E8 y E9

Vii



principalmente, aunque los niveles de éstos fueron menores a los presentados por las
primeras eluciones.

Por otra parte, se estandarizé el ensayo de arreglo de microesferas en suspension,
multi-Plex (Luminex) para determinar los valores de los indices de avidez, este ensayo
consistid en emplear un agente desestabilizante de puentes de hidrégeno, como es la
urea; por lo cual se encontré que la concentracién de 9 M es la mas recomendable para
determinar los indices de avidez de los auto-Ac’s contra citocinas, debido a que estos
valores resultaron ser mas definidos que cuando se utilizé la concentracion de urea 6 M.
Asi mismo, los valores de los indices de avidez de los auto-Ac’s eluidos a un pH 2.0
(mezcla de fracciones E8-E10) resultaron mas elevados que aquellos presentados por los
auto-Ac’s eluidos a un pH de 2.8 (mezcla E1-E3).

Conclusiones. Una vez que se realizd exitosamente la técnica de cromatografia de
afinidad en columna para la purificacién de los auto-Ac’s anti-IFN-y fue posible determinar
los valores de los indices de avidez de los auto-Ac’s contra citocinas (IL-6 e IFN-y), los
cuales resultaron ser mas definidos y consistentes cuando se emplearon Ilas
preparaciones purificadas que las muestras séricas completas; donde la mejor
concentracion de urea para la determinacion de los indices de avidez fue de 9 M.

viii



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

En el curso normal de una infeccion, el agente infeccioso provoca una respuesta
inmune innata que presenta los signos clinicos, seguida de una respuesta inmune adaptativa
que elimina la infeccion y establece un estado de inmunidad protectora. Esto no siempre
sucede, sobre todo cuando el individuo puede presentar alguna de las enfermedades de
inmunodeficiencia, en las que la defensa del hospedero falla. Las infecciones en una
inmunodeficiencia primaria (hereditaria) o secundaria (adquirida), pueden dirigirse a los

componentes del sistema inmune que se ven afectados (Janeway, 2008).

La autoinmunidad se refiere a una respuesta inmune inapropiada contra componentes
propios del hospedero que resulta en condiciones patoldgicas. Las enfermedades
autoinmunes se caracterizan por una activacién de las células T y B auto-rreactivas, y
pueden ser asociadas con la produccion de auto anticuerpos (auto-Ac’s) contra moléculas
propias, terminando en la inflamacion y el dafio del tejido (Shoenfeld, 1994; Kivity, 2009;

Agmon, 2009; Invernizzi y Gershwin 2009; Hewagama y Richardson, 2009).

La importancia de las inmunodeficiencias secundarias causadas por la presencia de
auto-Ac’s anti-citocinas, donde altos titulos de estos auto-Ac’s neutralizantes pueden
predisponer a los pacientes a una susceptibilidad a infecciones por diversos
microorganismos, asi también a una amplia variedad de posibles enfermedades que

amenazan la vida del individuo (Maddur, 2010; Browne y Holland, 2010).

Por lo anterior, el interés del presente proyecto, es realizar el analisis de muestras
séricas para corroborar la presencia de auto-Ac’s contra citocinas, detectados en pacientes
con diversas enfermedades infecciosas, empleando un sistema de microesferas BioPlex, asi
mismo para la determinacion de los indices de avidez de los auto-Ac’s contra estos

mediadores quimicos.

1.2. Anticuerpos

Las respuestas inmunitarias innatas al inicio defienden al cuerpo contra la infeccion,
pero éstas solo funcionan para controlar agentes patdégenos que tienen ciertos modelos

moleculares o que inducen interferones y otras defensas secretadas no especificas. Para



combatir con eficacia la amplia gama de agentes patégenos con la que un individuo se
encuentra, los linfocitos del sistema inmunitario adaptativo han evolucionado para reconocer
una gran variedad de antigenos provenientes de bacterias, virus y otros organismos que
causan enfermedad. Las moléculas de reconocimiento de antigeno de las células B son los

anticuerpos (Ac’s).

Los Ac’s son las formas secretadas de las proteinas conocidas mas generalmente
como inmunoglobulinas. La inmunoglobulina unida a la membrana sobre la superficie de
células B sirve como el receptor de antigeno de ésta, y se conoce como receptor de células
B (BCR). La inmunoglobulina de la misma especificidad para este antigeno se secreta como
Ac’s por células B terminales diferenciadas, denominadas como células plasmaticas. El
repertorio de células B producen Ac’s en una vasta gama de especificidades de antigeno,

cada célula B produce inmunoglobulina de especificidad unica.

Quimicamente los Ac’s son un conjunto heterogéneo de proteinas que se producen por
la estimulacién antigénica del sistema inmunolégico y que tienen la propiedad de reaccionar,
especificamente, con el antigeno inductor de su produccion. Todos los Ac’s incluyen en su
molécula una cierta cantidad de carbohidrato, asi que estrictamente hablando los Ac’s son
glicoproteinas aunque la porcion de carbohidrato no participa en su actividad de Ac
(Janeway, 2008).

Los Ac’s llevan a cabo tres funciones principales (ilustradas en la Figura 1):

1) Neutralizacion. Los Ac’s pueden proteger contra agentes patégenos o sus productos al
unirse a ellos, y asi bloquear su acceso a células que podrian infectar o destruir, esta funcion
de neutralizacién tiene mayor importancia para la proteccion contra virus (se evita que entren

a células y se repliquen) y contra toxinas bacterianas.

2) Opsonizacién y fagocitosis. La unién de Ac’s no siempre basta para evitar la
multiplicacién de una bacteria, por lo cual otra funciéon de los Ac’s es permitir con mayor
facilidad que una célula fagocitica, como un neutréfilo o un macréfago, ingiera la bacteria y la
destruya. Muchas bacterias evaden el sistema inmunitario innato porque tienen una cubierta
externa; sin embargo, los antigenos en la cubierta pueden reconocerse mediante Ac’s, y los
fagocitos tienen receptores para la fraccion cristalizable (FcR del inglés, crystallizable fraction

Receptor) que se unen a las porciones Fc de los Ac’s que cubren a la bacteria, lo que



conduce a la fagocitosis. El recubrimiento de agentes patégenos y particulas extranas por

moléculas de Ac’s de esta manera se conoce como opsonizacion.

3) Activacion del complemento. Las regiones constantes de los Ac’s unidas a superficies
bacterianas forman receptores para la primera proteina del sistema del complemento, de
modo que una vez que se producen Ac’s, la activacién del complemento aumenta. La via
clasica a menudo empieza con la unién de C1q a Ac’s que han reconocido especificamente
estructuras sobre la superficie bacteriana, siendo esta una forma de activacion de la cascada
de complemento, algunos de los componentes del complemento que se depositan y unen a
la superficie de los microorganismo pueden destruir de manera directa a ciertas bacterias, y

esto tiene importancia en algunas infecciones bacterianas.



Anticuerpo especifico
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Figura 1. Los anticuerpos pueden participar de tres modos en la defensa del hospedador.
Los paneles izquierdos muestran Ac’s que se unen y neutralizan a una toxina bacteriana, asi
evitan la interaccion con las células del hospedero y que causen enfermedad. Una toxina no unida
puede reaccionar con los receptores de las células del hospedero, mientras que el complejo
toxina-Ac’s no puede. Los Ac’s también neutralizan las particulas de virus y células bacterianas
por interaccionar con ellos e inactivarlos. El complejo antigeno-Ac’s es eventualmente degradado
por macrofagos, el antigeno que esta recubierto con Ac’s es reconocido como extrafio por
fagocitos (macréfagos y neutrdéfilos) que luego ingieren y destruyen, eso es llamado opsonizacion.
Los paneles de en medio muestran la opsonizacion y fagocitosis de una célula bacteriana. Los
paneles de la derecha muestran la activacion del complemento, los Ac’s unidos a la superficie de
la bacteria forman un receptor para la activacion del complemento, que en algunos casos puede
matar directamente a la bacteria. Generalmente el complemento favorece el recubrimiento y
destruccion de la bacteria por fagocitosis, asi que los Ac’s tiene por objetivo la destruccién de
patdégenos y sus productos toxicos para su eliminacién por fagocitosis (Janeway, 2008).



Las funciones de reconocimiento y efectoras estan separadas de forma estructural en
la molécula de Ac, una parte del cual se une de modo especifico al antigeno mientras que la

otra emprende los diversos mecanismos de eliminacion (Janeway, 2008).

En forma general, la estructura del Ac consiste en una regiéon variable y una region
constante. La region de unién al antigeno varia mucho entre moléculas de Ac’s y se conoce
como regién variable. La variabilidad de las moléculas de Ac permite que cada Ac se una a
un antigeno especifico diferente, y el repertorio total de Ac’s sintetizados por un individuo es
de 10" BCRs diferentes para asegurar que pueda reconocerse casi cualquier estructura. La
region de la molécula de Ac que emprende las funciones efectoras del sistema inmunitario
no varia de la misma manera por lo que se conoce como regién constante o regién C
(Janeway, 2008).

1.2.1. Estructura de los anticuerpos

Se utiliza la molécula de Ac IgG como ejemplo para describir las caracteristicas

estructurales generales de las inmunoglobulinas (Roitt,2008).

Los Ac’s IgG son moléculas grandes con un peso molecular de 150 kDa y estan
compuestos de dos clases de cadenas de polipéptidos. Una cadena, de casi 50kDa, se
denomina cadena pesada (H, del inglés heavy chain), y la otra, de 25 kDa se llama cadena
ligera (L, del inglés light chain). Cada molécula de IgG consta de dos cadenas pesadas y dos
ligeras; las dos primeras se unen entre si por enlaces disulfuro y cada cadena pesada se
enlaza a una ligera por medio de un enlace disulfuro, por lo tanto, una molécula de
inmunoglobulina, consta de dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas,
lo que le da a una molécula de Ac, dos sitios de unién a antigenos idénticos y asi, la

capacidad para unirse al mismo tiempo a dos estructuras iguales.

En los Ac’s se encuentran dos tipos de cadenas ligeras, llamadas lambda ()) y kappa

(x); las inmunoglobulinas tienen sus dos cadenas K o0 2, nunca una de cada tipo (exclusion

alélica).

La clase de un Ac, y por tanto la funcion efectora de éste, se define por la estructura de

su cadena pesada. Hay cinco clases principales de cadenas pesadas o isotipos, algunas de



las cuales tienen varios subtipos, y éstos determinan la actividad funcional de una molécula
de Ac. Las cinco clases principales de inmunoglobulina son inmunoglobulina M (IgM),
inmunoglobulina D (IgD), inmunoglobulina G (lgG), inmunoglobulina A (IgA) e
inmunoglobulina E (IgE), sus cadenas pesadas se denotan por la letra griega minuscula
correspondiente p, 8, y, a y g, respectivamente. Sus propiedades funcionales distintivas son
conferidas por la parte carboxilo terminal de la cadena pesada, donde no se relaciona con la

cadena ligera.

La estructura de receptor de células B es idéntica a la de su Ac correspondiente salvo
por una pequefa porcion del grupo carboxilo terminal de la region C de la cadena pesada.
En el receptor de células B el carboxilo terminal es una secuencia hidrofébica que fija la

molécula en la membrana, y en el Ac es una secuencia hidrofébica que permite su secrecion.

La region constante de las cadenas pesadas muestran una estructura organizada en
dominios, esto es, bloques de secuencias repetidas (casi idénticas) de aproximadamente
110 aminoacidos de largo. Los dominios variables del grupo amino terminal (dominios V) de
las cadenas pesadas vy ligeras (V4 y V., respectivamente) juntos conforman la regién V del
Ac y le confieren la capacidad para unirse a antigenos especificos, mientras que los
dominios constantes (dominios C) de las cadenas pesadas y ligeras (Cy y C,
respectivamente) constituyen la region C. Los multiples dominios C de cadenas pesadas se
enumeran desde el extremo amino terminal hasta el grupo carboxilo terminal, por ejemplo

Cu1, Cy2, y asi sucesivamente.

Los dominios de proteinas se asocian para formar dominios globulares de mayor
tamafo. Con lo cual una molécula de Ac comprende tres porciones globulares de igual
tamano unidas por un tramo flexible de cadena de polipéptido conocido como region bisagra.
Cada extremo de esta estructura en forma de Y esta formado por la asociaciéon de una
cadena ligera con la mitad de amino terminal de una cadena pesada, mientras que el tronco
de Y se forma por el pareado de las mitades grupo carboxilo terminal de las cadenas
pesadas. La asociacion de las cadenas pesadas y ligeras es tal que los dominios Vy y V|

estan pareados, al igual que los dominios Cy1y C,.

En las regiones variables de las cadenas L y H hay subregiones que consisten en
secuencias de aminodacidos con extrema variabilidad (hipervaribles) que forman el sitio de
unién con antigenos. Las regiones hipervariables forman el area de la molécula del Ac que

es complementaria en estructura con el determinante antigénico o con el epitopo, y por tanto



también se conoce como regiones determinantes de complementariedad (CDR,
complementarity determining regions). Aproximadamente cinco aminoacidos en cada region

hipervariable constituyen el sitio de unioén a los antigenos.

En las cadenas H también existe una regién adicional, que no forma parte de los
dominios, denominada regién bisagra. La region bisagra esta localizada entre los dominios
Cu1 y Cu2, y ésta permite la movilidad a las inmunoglobulinas. La region bisagra es en
particular susceptible a la digestién proteolitica por la enzima papaina. El tratamiento de la
molécula de inmunoglobulina con papaina provoca la divisibn de esta molécula,
obteniéndose tres fragmentos, de los cuales dos fragmentos son idénticos y contienen la
actividad de reconocimiento y union al antigeno; estos se denominan fragmentos de unién al
antigeno, (Fab, fragment antigen biding), dichos fragmentos corresponden a los dos brazos
idénticos de la molécula de Ac. El otro fragmento no contiene actividad de union al antigeno,
pero en estudios iniciales se observd que se cristaliza con facilidad, y por esta razén se le
nombré fragmento cristablizable, (Fc, crystallizable fraction), es la parte efectora de la
molécula de Ac que interactua con moléculas y células. La estructura de la molécula del Ac
se esquematiza en la Figura 2 (Janeway, 2008).
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Figura 2. Estructura general de un anticuerpo. La unidad monomérica de cualquier molécula de
anticuerpo consta de 2 cadenas ligeras (L) y dos cadenas pesadas (H). Cada cadena polipeptidica
tiene una region variable (V) y una regién constante (C). La porcion constante de la cadena pesada
(CH) muestra unidades estructurales de repeticién, conocidas como dominios. El sitio de
combinacion del anticuerpo estd formado por las regiones variables de las cadenas ligeras y
pesadas (Vy y V.). Entre los dominios Cy1 y Cy2 se encuentra la llamada “regiéon de bisagra” una
zona con alto contenido de prolina e hidroxiprolina que le confiere gran flexibilidad a la molécula de
anticuerpo. Usualmente en el dominio Cy2 se encuentra insertado un residuo de carbohidrato cuya
proporcién varia para cada inmunoglobulina (Rojas, 2006).



1.2.2. Interacciones de antigenos-anticuerpos

Los Ac’s reconocen formas moleculares (epitopos) en los antigenos. Por lo general
cuanto mejor es la correspondencia del epitopo (en lo que se refiere a conformacion y a las
caracteristicas quimicas) con el sitio de combinacion del Ac, mas favorables son las
interacciones que se forman entre el anticuerpo-antigeno y mas elevada para la afinidad del
uno por el otro. Los epitopos tienen una gran variedad de formas diferentes, como también
tienen los sitios de combinacién de los Ac’s. Tipicamente, las superficies proteicas son
reconocidas por una superficie complementaria presente en el sitio de combinacion del Ac,
(Roitt,2008).

La interaccion antigeno-anticuerpo es un fendmeno que depende de la
complementariedad quimica de los reactantes. Esta, depende a su vez de la conformacion
de las moléculas y de la carga de sus elementos constituyentes. Cuando tal interaccién ha
ocurrido se producen los complejos antigeno-anticuerpo, donde los reactantes se mantienen
unidos a través de enlaces no covalentes reversibles. En la Figura 3 se muestran las fuerzas
o enlaces comprendidos en las interacciones no covalentes, las cuales estan involucradas en

la formacién del complejo antigeno-anticuerpo.
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Figura 3. Fuerzas no covalentes que mantienen unido el complejo antigeno-anticuerpo. Las
cargas parciales se encuentran en dipolos eléctricos como 5 o &'Las fuerzas electrostaticas
disminuyen como la inversa del cuadrado de la distancia que separa a las cargas, tanto las
fuerzas de van der Waals, las cuales son mas numerosas en casi todos los complejos antigeno-
Ac’s, solo operan en rangos muy cortos. (Janeway, 2008; Roitt, 2008).
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Las fuerzas o enlaces comprendidos en el reconocimiento de los antigenos por los
Ac’s especificos comprenden interacciones electrostaticas entre cadenas laterales de
aminodacidos cargadas, como en puentes salinos (breve descripcién de que son los puentes
de sal). También ocurren interacciones entre dipolos eléctricos, como puentes de hidrégeno,
o pueden comprender fuerzas de van der Waals de corto enlace. Las concentraciones altas
de sal y los extremos de pH alteran la unién antigeno-anticuerpo al debilitar interacciones
electrostaticas, o puentes de hidrogeno, o ambos. Este ultimo principio se emplea en la
purificacion de antigenos al utilizar columnas de afinidad, de Ac’s inmovilizados y viceversa

para la purificacion de Ac’s este principio se utilizé para el ensayo de avidez (Rojas, 2006).

Asi mismo, se pueden llevar a cabo interacciones hidréfobicas cuando dos superficies
hidréfobas se unen para excluir moléculas de agua. La fuerza de dicha interaccion es
proporcional al area de superficie que esta oculta del agua. Para algunos antigenos, estas
interacciones probablemente expliquen la mayor parte de la energia de union. En algunos
casos, las moléculas de agua quedan atrapadas en hendiduras en la interfaz entre el
antigeno y el Ac; estas moléculas de agua atrapadas en especial las que estan entre
residuos aminoacidos polares, también pueden contribuir a la unién y, por ende, a la
especificidad del Ac (Voet,2009).

La contribucion de cada una de estas fuerzas a la interaccion general depende de los
Ac’s y antigenos particulares comprendidos. Una diferencia notoria entre las interacciones
de Ac’s con antigenos proteicos, y casi todas las otras interacciones naturales entre una
proteina y otra, es que los Ac’s a menudo tienen muchos aminoacidos aromaticos en sus
sitios de unién a los antigenos. Estos aminoacidos participan de manera importante en
interacciones de van der Waals, enlaces hidrofébicos y a veces en puentes de hidrogeno.
(Syed-Hussain, 2014).
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1.2.3. Afinidad y avidez de los anticuerpos

La afinidad de un Ac es la fuerza de la reaccion entre un unico determinante antigénico
y un unico sitio de combinacion del Ac, siendo el resultado de la suma de las fuerzas
atractivas y repulsivas que operan entre un determinante antigénico y el sitio de combinacién
del Ac. Por otro lado, la avidez de un Ac indica la fuerza total de la interaccién entre los Ac’s
multivalentes y un antigeno con varios determinantes antigénicos. La avidez es mas que la
suma de las afinidades individuales. Los conceptos tanto de afinidad como de avidez se

ilustran en la Figura 4.

Por ejemplo, pudiera darse el caso de que un Ac de la clase IgG y uno IgM tuvieran la
misma afinidad por un antigeno (igual energia de enlace), sin embargo, por razones
relacionadas con la estructura, la avidez de ambos Ac’s es obligadamente diferente. Los
Ac’s IgM tienen una estructura polimérica y por tanto un mayor numero de sitios de
combinacion, esto hace que los Ac’s de la clase IgM tengan mayor avidez que los Ac’s de la

clase IgG aun cuando ambos estén dirigidos contra el mismo determinante antigénico.

Reafirmando, afinidad se refiere a la fuerza de unién entre un Unico determinante
antigénico y un sitio de combinacién de un Ac, mientras que la avidez se refiere a la fuerza
union total de una molécula de Ac con la unién a su antigeno multivalente (Rojas, 2006;
Mayer, 2010).

Por otra parte, los agentes caotropicos son iones o moléculas organicas pequefias que
aumentan la solubilidad de las sustancias no polares en agua. Su eficiencia como
desnaturalizantes radica en su habilidad de romper interacciones hidréfobas, aunque su

mecanismo de accion no se comprende bien.

Los agentes caotropicos como la urea en concentraciones de 5 a 10 M, son los
desnaturalizantes de proteinas mas usados. Para la estimacién de la avidez, se utiliza un
agente para interrumpir los puentes de hidrogeno, como la urea, que llevara que los Ac’s con
baja avidez se disocien, mientras que los Ac’s con alta avidez permanecen unidos al
antigeno (Voet, 2009; Syed-Hussain, 2014).
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Figura 4. Afinidad y avidez de anticuerpos. (A) La afinidad de los Ac’s se define como la suma
de las fuerzas de atraccién y repulsién. (B) Avidez es la suma de las afinidades individuales

(Mayer, 2010).
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1.3. Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad por columna, es una técnica con una aplicacién muy
amplia, es usada en el aislamiento y purificaciéon de Ac’s o antigenos. El principio es simple,
el antigeno o el Ac son unidos a través de sus grupos aminados libres a las particulas de
agarosa activadas con bromuro de ciandgeno. Con el uso de esta técnica puede purificarse
un Ac o un antigeno a partir de una mezcla de donde puede obtenerse por elucion; para ello
se prepara un inmunoabsorbente en fase soélida, que es un antigeno o un Ac unido
covalentemente a un soporte inerte, como ejemplo, bolitas de dextrano entrecruzadas, resina
de agarosa, entre otros. El inmunoabsorbente, se coloca en una columna y la mezcla de
Ac’s 0 antigenos se hacen pasar a través de él bajo condiciones fisiologicas. Los residuos
que no interesan son eliminados por lavado y el ligando requerido es liberado del absorbente
de afinidad, mediante la ruptura de los enlaces antigeno-anticuerpo por variaciones de pH o

por el agregado de iones caotropicos como el tiocianato.

Para el caso particular de Ac’s especificos estos reconocen a su antigeno que
permanece unido a la columna, y aquellos residuos que no se unen, son eliminados
mediante lavados. Posteriormente, se eluye la columna, usando un tampoén de elucién que
disocia la unién antigeno-anticuerpo (por e€j., variaciones de pH o por el agregado de iones
caotropicos) para obtener el Ac que se unié en forma especifica al antigeno. A la inversa,
colocando y uniendo Ac’s (especificos hacia un antigeno) a la resina que funciona como
soporte de la columna se logra la obtencion de un antigeno puro; por lo que, esta técnica

permite también realizar la purificacidon de otros tipos de moléculas.

El Thermo Scientific Amino Link Plus Inmobilization Kit contiene todos los componentes
necesarios para pegar covalentemente las proteinas conteniendo aminas primarias y otros
ligandos a un soporte de perlas de agarosa. El resultado de la inmovilizacion de una proteina
es una columna de afinidad estable y reusable para la purificacion de Ac’s, antigenos y otras

biomoléculas.

La resina Amino Link Plus contiene grupos aldehidos, que reaccionan especificamente
con las aminas primarias (-NH,), lo cual ocurre sobre la superficie de las proteinas en las
cadenas laterales que contienen residuos de lisina (K) y el amino terminal de cada

polipéptido.

Después, la formacion espontanea de enlaces de base de Schiff semi-estables, y la

reduccion con Cianoborohidruro de sodio resulta en enlaces aminos secundarios estables;
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los Ac’s, antigenos y otras proteinas teniendo diferentes pesos moleculares y puntos
isoeléctricos se acoplan a la resina Amino Link con una eficiencia de acoplamiento promedio
mayor al 80 % (Hermanson, et al., 1992). En la Figura 5 se muestra el proceso de la unién

de enlaces entre la proteina y la resina.
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Figura 5. Formacion de enlaces aminos estables entre la proteina y la resina contenida en las
columnas de cromatografia por afinidad. A y B Acoplamiento de proteinas a un soporte inerte
(Perlas de agarosa). La resina es aldehido activado de agarosa para que los Ac’s, otras proteinas y
moléculas se pueden unir covalentemente a través de aminas primarias. El resultado es una resina de
afinidad reutilizable para su uso en una variedad de métodos de purificacién (Scientific, 2010).
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1.4. Ensayo de arreglo de microparticulas en suspension multi-Plex (Luminex)

El luminex es un sistema basado en citometria de flujo, que utiliza particulas de
poliestireno con un diametro de 5.6 micras (llamadas microesferas) como el soporte solido
para un inmunoensayo convencional, pero en este caso se realiza en suspension y puede
ser multiple; las microesferas son clasificadas en regiones que pueden ser identificadas con
una proporcion particular de dos fluorocromos, cada region de microesferas se puede utilizar
para detectar un parametro individual. Actualmente, hasta 100 parametros individuales
pueden ser medidos simultdneamente en una sola etapa del ensayo. Las microesferas se
detectan utilizando un flujo de dos laseres del citdmetro, un laser excita los colorantes
internos que identifican la regiéon de cada microesfera y el segundo laser excita el colorante
informador capturado durante el ensayo. La sensibilidad de este método es comparable a un
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA enzyme-linked immunosorbent assay)
convencional y permite investigaciones complejas usando muy pequefias alicuotas de

reactivos para realizar el ensayo.

El sistema Bio-Plex, es una técnica de matriz suspensién mdultiplex, se basa en la
tecnologia del Luminex xMAP® que es una tecnologia probada en citometria de flujo, las
microesferas, laser, procesamiento de sefiales digitales y la quimica tradicional se han
combinado de una manera uUnica; esta tecnologia se puede configurar para realizar una
amplia variedad de bioensayos con rapidez y precisién. Este sistema permite el analisis
multiple de hasta 100 ensayos de tipo ELISA diferentes dentro de una sola muestra, cada
ensayo se realiza sobre la superficie de una microesfera. Las microesferas se llenan con
diferentes proporciones de dos colorantes fluorescentes diferentes, cada conjunto de
microesferas se puede conjugar con una molécula de captura diferente; las microesferas
conjugadas por lo tanto pueden ser mezcladas para ser incubadas con la muestra en un

pozo de microplaca de filtro de fondo para reaccionar con analitos especificos.

El principio basico se basa en la técnica de inmunoensayo, un Ac dirigido contra la
citocina deseada se acopla covalentemente a las microesferas tefiidas internamente,
dejando a las microesferas acopladas reaccionar con una muestra que contiene los auto-
Ac’s en los pozos de la microplaca de filtro de fondo, para después de una serie de lavados
para eliminar los auto-Ac’s no unidos, Ac de deteccion biotinilado especifico se afiada a la
reaccion. El resultado es la formaciéon de un sandiwich de Ac’s alrededor del auto-Ac diana.
La Estreptavidina-ficoeritrina (estreptavidina-PE) es afadida para unirse a los Ac’s de

deteccion biotinilados en la superficie de la microesfera (Figura 6, A).
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Después de la incubacién, el contenido de cada pozo de microplaca se coloca en el
lector de Bio-Plex y los fluidos de precision alinean a las microesferas a través de una celda
de flujo donde dos laseres excitan las microesferas individualmente, el laser de clasificacion
rojo excita los colorantes en cada microesfera, para su identificacion especifica, mientras que
el laser verde excita la molécula indicadora asociada con la microesfera, lo que permite la
cuantificacion del analito capturado; los procesadores de alta velocidad de sefal digital y el
software Bio-Plex Manager emite sefiales fluorescentes simultaneamente para cada
microesfera, traduciendo las sefales en datos (valores de intensidad de fluorescencia) de
cada muestra para todos los pardmetros medidos (analitos); si fuera el caso también se
generan automaticamente las curvas de calibracion, calculando la concentracion de la

muestra desconocida (Figura 6, B).
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Figura 6. Ensayo de arreglo de microparticulas en suspensién maualtiple (Luminex). A
Inmunoensayo indirecto para la deteccidon de auto-Ac’s contra los diferentes mediadores quimicos.

B Microesferas codificadas épticamente utilizando una mezcla de diferentes colorantes que son
decodificados por un citometro de flujo (Araujo, 2011).
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1.5. Auto-Ac’s contra citocinas y susceptibilidad a infecciones

El término de autoinmunidad se refiere a una inapropiada respuesta inmune contra
componentes propios del hospedero que resulta en condiciones patoldgicas. En forma muy
general las enfermedades autoinmunes son caracterizadas por una activacion de células T y
células B auto-rreactivas, y estan asociadas en algunos casos con la produccion de auto-
Ac’s contra moléculas propias, terminando en inflamacién y dafo del tejido (Agmon 2009;

Invernizzi y Gershwin 2009; Hewagama y Richardson 2009).

Los auto-Ac’s que pueden neutralizar los componentes principales del sistema inmune
que son esenciales en el montaje de las respuestas anti-microbianas pueden ser producidos.
Estos auto-Ac’s pueden exacerbar las enfermedades infecciosas en curso o predisponer al
individuo a un mayor riesgo de infecciones por hongos, bacterias, virus, y cualquier

microorganismo oportunista (Puel et. al 2008; Bettelli et al 2008).

Considerando que, las citocinas juegan un papel critico en el proceso de montaje de
las respuestas anti-microbiana, debido a su capacidad de regular el sistema inmune innato y
adaptativo, en la polarizacion de las respuestas de células T, y actuando como moléculas
efectoras. Por ejemplo, la Interleucina 12 (IL-12) interviene en la diferenciacién celular de
Th1, e IL-4 influye en la diferenciaciéon de células Th2. La IL-6, IL-21, el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-3), IL-1B, e IL-23, son criticas para la diferenciacion y la expansion
de las células Th17. Las células Th1 producen citocinas Interferon gamma (IFN-y) e IL-2, y
confieren proteccién frente a patégenos intracelulares (virus y bacterias intracelulares como
Mycobacterium y Salmonella). Las células Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-13, y son importantes
para eliminar los patdgenos extracelulares y parasitos. Las células Th-17 secretan IL-17, IL-
21 e IL-22, y ofrecen proteccion contra varios patégenos extracelulares, incluyendo hongos
como Candida. Ademas, el IFN de tipo | tiene un papel fundamental en la inmunidad antiviral
y en la modulacién de las respuestas de células B y T. Por lo tanto, se puede concebir que el
desarrollo de los Ac’s neutralizantes contra cualquiera de estas citocinas, como una
consecuencia de la autoinmunidad, afecta a las funciones celulares, a la eliminaciéon de

patégenos y predispone al hospedero a enfermedades infecciosas (Maddur, 2010).

Una correlacion entre la presencia de auto-Ac’s neutralizantes hacia IFN-y e
infecciones micobacterianas ha sido reportada, en estos estudios se ha demostrado
pacientes con una deficiencia adquirida en la inmunidad mediada por el IFN-y, caracterizada

por la presencia de auto-Ac’s con una alta afinidad y actividad neutralizantes contra esta

20



citocina, ya que IFN-y es producido tanto por células T (CD4" y CD8") como por las células
NK (natural killer) en una respuesta a una serie de estimulos inflamatorios y/o
autorregulacién inmune, esta citocina es clave en el control de la infeccidon contra
Mycobacterium porque estimula el desarrollo y funcion de células efectoras, y es requerida
para la producciéon de oxido nitrico (NO) por el macrofago, ademas de favorecer la
produccion de citocinas pro-inflamatorias (Madariaga et al. 1998; Doffinger et al. 2004,
Hoflich et al. 2004; Kampmann et al. 2005; Patel et al. 2005).

Asi mismo, la presencia de auto-Ac’s contra IL-6 se ha reportado en un paciente con
abscesos subcutaneos y celulitis estafilococal recurrente y por el curso de los eventos
clinicos en el paciente los autores mencionan que la presencia de auto-Ac’s anti-IL-6
precede a una infeccion estafilococal. Esta citocina no causa dafio tisular ni aumento de la
coagulacion, y es sintetizada por los fagocitos mononucleares, células endoteliales,
fibroblastos y otras células, como las células cebadas, en respuesta a la IL-1 y al Factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), aunque en menor grado a esta ultima, también puede ser

producidad por algunas células T activadas (Puel, et al. 2008).
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2. JUSTIFICACION

La importancia de las inmunodeficiencias secundarias (adquiridas) causadas por altos
niveles de auto- Ac’s contra algunos mediadores quimicos, como son las citocinas, afectan
las funciones celulares y la eliminacién de los patégenos, donde finalmente predispone al
hospedador a enfermedades infecciosas producidas por hongos, bacterias, virus, o cualquier
microorganismo oportunista (Doffinger et al. 2004; Hoflich et al. 2004; Kampmann et al. 2005;
Patel et al. 2005; Puel et al. 2008; Dubin 2008; Maddur, 2010, Browne y Holland, 2010).

Se ha demostrado que la presencia de auto- Ac’s neutralizantes contra citocinas en
pacientes con infecciones, proveen una visién interesante hacia un enlace desconocido entre
la respuesta autoinmune y la predisposicién a enfermedades infecciosas; sin embargo, hasta
donde sabemos, no existen reportes con respecto a la funcién y caracterizacion detallada de

estos auto-Ac’s presentes en las muestras séricas.

Por lo anterior, y considerando la importancia que tienen las citocinas en el desarrollo y
regulacion de la respuesta inmune necesaria para el control de las infecciones, resulté de
interés realizar la purificacién de auto-Ac’s especificos contra citocinas utilizando la técnica
de cromatografia de afinidad por columna, a partir de muestras séricas positivas a la
presencia de auto-Ac’s contra citocinas (IFN-y e IL-6), lo cual permiti6 realizar en forma mas
exacta la determinacion de los indices de avidez; asi mismo, la purificacion de estos auto-
Ac’s permitiran llevar a cabo en estudios futuros una caracterizacion mas completa de éstos
auto-Ac’s. Por otra parte, para la evaluacion de las eluciones obtenidas de la purificacion de
los auto-Ac’s se empled la técnica de un sistema multiple de microesferas BioPlex, basado
en citometria de flujo; esta misma técnica con el uso de urea permitié determinar el grado de

avidez de auto-Ac’s contra citocinas (IFN-y e IL-6).

Considerando que los auto-Ac’s anti-citocinas se encuentran presentes en pacientes
con infecciones atipicas recurrentes y/o diseminadas, sin embargo, no existen trabajos con
respecto a una caracterizacién mas detallada de dichos auto-Ac’s anti-citocina, por lo cual el
analisis de estos auto-Ac’s es de suma importancia; y por lo tanto, las preparaciones de
auto-Ac’s purificados serian mas recomendables para llevar a cabo estudios empleando
ensayos de neutralizacion in vitro de la fosforilacion de STAT-1 y STAT-3, pruebas de

inhibicién de la producciéon de citocinas, identificacion de los epitopos reconocidos por los

22



auto-Ac’s mediante microarreglos, lo cual permitira una caracterizacion mas completa de

éstos auto-Ac’s.
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3. HIPOTESIS

La técnica de cromatografia de afinidad en columna permitira la purificacion de los
auto-Ac’s anti-citocinas a partir de muestras séricas, lo cual facilitara la determinacion de los
indices de avidez comparando dos concentraciones de urea (6 y 9 M) que afectara la unién

del complejo antigeno-anticuerpo formado.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estandarizar la técnica de un sistema multiple de microesferas BioPlex con el uso de
urea para determinar el grado de avidez de auto- Ac’s anti-citocinas (IFN-y e IL-6) de
muestras séricas humanas y de las fracciones de auto-Ac’s purificados a partir del ensayo
de cromatografia de afinidad por columna, para llevar a cabo en el futuro un analisis
confiable y elucidar la importancia de los auto-Ac’s que pudieran estar contribuyendo al
incremento en la susceptibilidad a infecciones recurrentes y/o severas causadas por diversos

grupos de patdégenos microbianos (bacterias u hongos).

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Corroborar la presencia de auto-Ac’s en las muestras séricas positivas a auto-
Ac’s contra IFN-y e IL-6, empleando los sistemas de citocinas humanas recombinantes
acopladas a microparticulas, mediante el ensayo de arreglo de microesferas en suspension

multiple (Luminex).

4.2.2. Realizar la purificaciéon de los auto-Ac’s anti-citocinas (IFN-y) de muestras
séricas de pacientes, con enfermedades infecciosas recurrentes, empleando la técnica de

cromatografia de afinidad por columna.

4.2.3. ldentificar las fracciones eluidas que contengan los auto-Ac’s anti-citocinas
especificos purificados, mediante el ensayo de arreglo de particulas en suspension multiple

(Luminex).

4.2.4. Comparar dos concentraciones de urea (6 y 9 M) empleando la técnica de un
sistema multiple de microesferas BioPlex basado en citometria de flujo, para determinar el
indice de avidez de auto-Ac’s anti-citocinas en muestras séricas de pacientes con

caracteristicas clinicas de susceptibilidad de inicio tardio a diversas infecciones.

4.2.5. Determinar el indice de avidez de los auto-Ac’s presentes en las muestras y de

los auto-Ac’s purificados con el uso de la urea empleando el ensayo de Luminex.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Muestras séricas

La coleccién de muestras séricas que se emplearan en este estudio fue donada por el
Dr. R. Doffinger (Department of Clinical Biochemistry and Immunology, Addenbrooke’s
Hospital, Cambridge, U.K.).

Las muestras séricas positivas a la presencia de auto Ac’s anti-citocina (IFN-y e IL-6),
provenian de pacientes con las caracteristicas clinicas pertenecientes a la susceptibilidad
selectiva de inicio tardio a infecciones atipicas o recurrentes causadas por bacterias, virus y
hongos; asi como de pacientes con enfermedades autoinmunes, dichas muestras séricas
fueron enlistadas como se observa en la Tabla 1.

Muestra sérica. P05|t|vo§ a Datos clinicos.
auto-Ac’s.
Varon de 34 anos fiebre recurrente. Celulitis
RL250167 . ., : .
estafilococal. Infeccidn diseminada severa,
(BC602735, ausencia de inflamacioén
15/10/13). '
anti-IL-6 Varén de 48 afios ausencia de fiebre,
RwW120963 . ; R . .
autoinmunidad multiorganica, infeccion
(BC761842, . . . .
diseminada por estafilococos, linfoma de
17/12/2013). .
Hodgkin.
S54.46-47 (R. S Bronqwgctgsms, mfecglon con psgudomonas,
linfopenia, timoma y poliendocrinopatias.
. Proteinosis  alveolar pulmonar, candidiasis
anti-IFN-y . -~ . .
mucocutanea cronica, infeccion por
S52.49 (S. M.). X ) .
mycobacterium no tuberculosa, infecciones
secundarias oportunistas e infecciones virales.
Tabla 1. Muestras séricas positivas a la presencia de auto-Ac’s anti-citocinas con sus
respectivos datos clinicos. Dichas muestras fueron proporcionadas por el Dr. R. Doffinger
(Department of Clinical Biochemistry and Immunology, Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, U.K.).
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5.2. Deteccién de los auto-Ac’s anti-citocinas en muestras séricas mediante el

ensayo de arreglo de microesferas en suspensién multiple Luminex

La microplaca de 96 pozos con filtro-BV de 1.2 um el tamano del poro, (Millipore, Num. Cat.
MSBVN1210) se humedecié agregando 150 pyL por pozo de solucion de lavado (PBS-T:
10 mM PBS pH 7.4, 0.05 % vol/vol Tween 20), después de 1 a 2 minutos el liquido se extrajo

empleando un sistema de vacio.

La suspension de trabajo de las microesferas acopladas a una citocina en particular se
prepard a partir de alicuotas (20 L), los sistemas de citocinas necesarios para el analisis
(incluyendo el control negativo, BSA) se diluyeron en un volumen final de 5,000 uL de
solucion amortiguadora pre-bloqueadora (10 mM PBS pH 7.4, 1 % BSA, 0.05 % de NaN3).

Posteriormente 50 pL de la suspensién de trabajo de las microesferas acopladas
(previamente agitadas en el vortex) se agregaron a cada pozo, y el liquido se removié por

medio de filtraciéon a vacio.

En los pozos correspondientes se agregaron 50 uL/pozo de cada una de las muestras
problemas diluidas 1/50, 1/100, 1/1 000 y/6 1/10 000 (segun el caso), empleando la solucion
bloqueadora (10 Mm PBS pH 7.4, BSA 1 %, PVA 0.5 %,PVP 0.8 %,NaN; 0.05 %) como
diluente, asi mismo, en los pozos correspondientes se incluyé el control positivo (Ac’s
biotinilados contra IFN-y o IL-6) diluido 1/50, y la microplaca se incubé durante 90 min, con

agitacién lenta (500 rpm) en un agitador orbital a temperatura ambiente.

Se removid el liquido con un sistema de vacio y posteriormente se realizaron tres lavados
con 200 pyL dePBS-T con agitacion lenta (500 rpm) en un agitador orbital a temperatura

ambiente durante 1-2 minutos entre lavado.

. Allos pozos donde se llevd a cabo la incubacion con las muestras séricas se le agregaron 50

pL/pozo del Ac secundario anti-IlgG humano conjugado con ficoeritrina (PE), producido en
ratén (Leinco Technologies, Cat. No. I-127) a una dilucién de 1/50, y en los pozos donde se
utilizaron los Ac’s anti-citocinas biotinilados se agrego la solucién de estreptavidina acoplada
a ficoeritrina (Strep-PE, R&D Systems, 892525 Lot Num. 308958 y 316378) previamente
diluida 1/50, se empled la solucién bloqueadora como diluente. La microplaca se incubd
protegida de la luz durante 60 min a temperatura ambiente con una agitacion lenta (500 rpm)

empleando un agitador orbital horizontal para microplacas.
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b)

7. Se removio el liquido y posteriormente se repitié la serie de tres lavados con 200 uL de
PBS-T.

8. Finalmente se adicionaron 150 pL/pozo de PBS-T, se agitd la microplaca en un agitador
orbital (500 rpm) durante 2-3 minutos para resuspender las microparticulas. Y fue
colocada en el lector Luminex 100 para realizar el analisis correspondiente (software BP

manager V 5.0).

Nota: Los Ac’s biotinilados especificos contra las citocinas que se utilizaron como
controles positivos en este ensayo fueron los siguientes: Human IFN-y Biotynilated Antibody
(1/500), (R&D Systems, BAF 285, Lot Number ZX1314101); Human IL-6 Biotynilated
Antibody (1/500), (R&D Systems, BAF 206 Lot Number SV2314031).

5.3. Técnica de cromatografia de afinidad por columna

Para llevar acabd este ensayo se empled el kit de acoplamiento proteico de micro
enlace (Micro Link protein coupling kit, Thermo Scientific Num. Cat. 20475). De forma
general algunos de los reactivos y materiales mas importantes que se usaron en la

realizacion de esta técnica se describen a continuacion:

Columnas de centrifugacién con resina de acoplamiento amino enlace: cada columna
contiene 400 ul de una suspension al 4 % de perlas de agarosa con 25 % de un compuesto
acuoso.

Solucién amortiguadora de acoplamiento pH= 7.2 (Coupling Buffer): Solucién salina
amortiguadora de fosfatos, 1 paquete rinde en fosfato de sodio [0.1 M] , Cloruro de sodio
[0.15 M], pH 7.2 cuando se reconstituye con 500 mL de agua.

Solucion amortiguadora de enfriamiento (Quenching Buffer): 50 mL, 1 M Tris-HCI,
0.05% de azida de sodio (NaN3), pH= 7.4.

Solucién de Cianoborohidruro de sodio al 5 M (NaCNBHs;, mw 62.84): 0.5 mL, disuelto en
NaOH 0.01 M.

Solucién de lavado (Wash Solution): 25 mL, 1 M NaCl, 0.05 % NaNs.

Solucion amortiguadora de Elucién (Elution Buffer): 50 mL, pH 2.8, contiene aminas

primarias.
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9)

h)

Tubos de coleccidon para microcentrifuga: Viales con tapa y con una capacidad de 0.5
mL.

Solucién amortiguadora de almacenamiento: Sé prepard la solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS; igual que la solucion amortiguadora de acoplamiento pH 7.2) conteniendo
0.05 % de NaNs.

Almacenamiento del kit: almacenar a 4° C, aunque el producto sea transportado a

temperatura ambiente.

5.3.1. Preparacion del material

Solucién amortiguadora de acoplamiento pH 7.2: Se disolvié el contenido del sobre
en 500 mL de agua ultrapura; cuando fue necesario obtener una solucién a 10X se disolvid
todo el contenido en 50 mL. Para un almacenamiento por largos periodos de la solucion
amortiguadora filtrar la solucién empleando una membrana con un tamafio de poro de 0.22

um o anadir azida de sodio a una concentracion final de 0.02% y almacenar a 4 °C.

Muestra de proteina: Disolver la proteina a inmobilizar en 200-300 ul de solucion
amortiguadora de acoplamiento, tratando de ajustar a una concentracién final de 0.5-1
mg/mL. Si la solucién de proteinas contiene aminas primarias (e.g., Tris o glicina), estos
componentes deberan ser removidos completamente o ellos competiran con la reaccion de

acoplamiento de la proteina ya prevista.

En el presente estudio se utilizo el producto comercial Immukin (Boehringer Ingelheim),
Interferon gamma-1b (100 pg/0.5 mL= 2x10° IU por 0.5 mL), para llevar a cabo la purificacion
de auto-Ac’s contra IFN-y. Se dializé utilizando una unidad de mini dialisis Slide-A-Lyzer ™
10000MWCO (Thermo Scientific No. Cat. 69574) siguiendo las indicaciones del proveedor,
dicha didlisis fue necesaria debido a la presencia de diferentes componentes (e.g., manitol,
succinato de sodio, acido succinico, polisorbato-20) que pueden interaccionar, bloquear o

interferir en la union antigeno-anticuerpo de interés.
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5.3.2. Procedimiento para el acoplamiento de la proteina (citocina IFN-y)
A) Preparacién de la columna e inmovilizacion de la proteina.

Para todos los pasos se requiri6 mezclar la resina de acoplamiento con la solucion
amortiguadora suavemente golpear la columna cerca del paquete de la resina varias veces
hasta resuspender y luego cuidadosamente se agitdé la columna en un vortex a baja
velocidad. Sé asegurd que la resina permaneciera himeda todo el tiempo se realizaron los
pasos de centrifugaciéon a 1,000 x g (~3 300 rpm en la centrifuga IEC MicroMAX RF-Thermo,

0 ~3 500 en BioFugePico-Heraeus) por 1 minuto.

1. La columna de centrifugacion conteniendo la resina de acoplamiento amino enlace, y

todos los reactivos a utilizar se equilibraron a temperatura ambiente (37 °C).

2. Primero se aflojo la tapa superior de la columna y luego se removio el tapdn inferior para
evitar aspirar aire dentro de ésta. Se colocd la columna en un tubo de coleccidon y se
centrifugé a 1,000 x g por 30 segundos, para remover la solucién amortiguadora de

almacenamiento.

3. Se removio la tapa superior y se inserto el tapon. La resina fue suspendida, adicionando
400 ul de la solucion amortiguadora de acoplamiento utilizado para disolver la muestra.
Después se removio el tapon, se colocd la columna en un tubo de coleccion, sé centrifugé a

1,000 x g por 1 minuto y se descarto el fluido pasante. Este paso se repitiéo dos veces mas.

4. Sé tapo la parte inferior de la columna y se adicionaron 500 pl de la muestra (0.5 mg/mL)
directamente en la resina, se reemplazo la tapa y se mezclé. Para determinar la eficiencia
del acoplamiento, se reservé una porcién de la muestra (3 pl) que fue utilizada como

referencia de la cantidad inicial de proteinas (Vial: A).

Nota: Para todos los pasos se mezcld la resina, agitando la columna suavemente o

cuidadosamente en un vortex a baja velocidad.

5. En una campana de extraccion, se destapé la columna y se afiadieron 5 pl de la solucion

cianoborohidruro de sodio a la reaccién acuosa. Se volvio a colocar la tapa y se mezclo.

6. Se dejo incubar la columna durante 2 horas a temperatura ambiente (37 °C), para

posteriormente incubar toda la noche a 4 °C, con un mezclado rotatorio suave.
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Nota: Antes de incubar durante toda la noche se aseguré que la resina se mezclara
adecuadamente, por lo que se adiciond una concentracién final de 0.05% de Tween-20 (se
agregaron a la columna 0.3 pl de Tween-20 para 500 pl de muestra utilizada), esto ayudo

para que la resina fluyera libremente en la columna.

7. Posteriormente, se aflojo la tapa de la columna y se removié el tapdon. Se colocé la
columna en un tubo de coleccién y se centrifugé 1,000 x g por 1 minuto (para colectar el
fluido con la proteina no unida). Para determinar la eficacia del acoplamiento, se evalu6 el
fluido pasante con un ensayo de proteinas y comparar con la concentracion o la cantidad
inicial. (Vial: B, de 5 pl).

8. Se removio la tapa de la columna y se insertd el tapén. Se adicionaron 500 ul de la
solucion amortiguadora de acoplamiento, se reemplazé la tapa y se mezcld. Se removié el
tapon, después se aflojé la tapa, y se colocéd la columna en un tubo de coleccion y se
centrifugd. Se repitid este paso dos veces mas. Se guardo el fluido pasante para evaluar la

eficiencia de acoplamiento (Vial: C y D).

Nota: Como la reaccién fue incubada toda la noche, sé invirtié cuidadosamente la
columna 10 veces para desalojar cualquier resina restante en la tapa. Sé aflojé la tapa de la
columna y se removio el tapon. Se colocd la columna en un tubo de coleccion y se
centrifugd, se guardo el fluido pasante para evaluar la eficacia del acoplamiento. Se repitié

este paso dos veces mas.
B) Bloqueo de los sitios activos de unidon remanentes.

1. Se destapé la columna y se inserté el tapon. Posteriormente se adicionaron 500 ul de

solucion amortiguadora de enfriamiento a la resina, se reemplazo la tapa y se mezclé.

2. Se retir6 la tapa de la columna y el tapdn. Se colocé la columna en un tubo de coleccion,

se centrifugo y se descarto el fluido que paso.
3. Se repitieron los pasos 1-2.

4. Se colocé el tapén a la columna y se adicionaron 500 pl de soluciéon amortiguadora de

enfriamiento directamente a la resina. Se reemplazé la tapa y se mezclo.
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5. En una campana de extraccion se quité la tapa de la columna y se adicionaron 10 ul de la
solucion cianoborohidruro de sodio a la reaccion acuosa. Se tapo la columna y se mezclo. Se

incubd la reaccion a temperatura ambiente durante 60 minutos, mezclando cada 15 minutos.

6. Sé quitd el tapdén. Se colocod la columna en un tubo de coleccion, se centrifugd y se
descartd el fluido que paso. Nota: Como la columna se utilizé en forma inmediata fue
necesario equilibrarla adicionando 500 ul de soluciéon amortiguadora de acoplamiento y se
centrifugd a 1,000 x g por 1 minuto, se realizd esto dos veces. Y se continud con el paso 2

del Procedimiento general para la purificacion por afinidad.

5.3.3. Procedimiento general para la purificacion por afinidad
C) Formacién del complejo unido a laresina.

1. La columna con la resina conteniendo la proteina inmobilizada (antigeno, e.g., citocina, se

equilibré a temperatura ambiente (37 °C).

2. Se removioé primero la tapa de la columna y después el tapén. Se colocé la columna en un

tubo de coleccidn, se centrifugd y se descarté el fluido que paso.

3. Se coloco el tapén a la columna y se adicionaron 400 pl de la muestra sérica diluida
vol:vol en solucion amortiguadora de acoplamiento directamente en la resina, se reemplazé

la tapa y se mezclo.

4. Se incubd la reaccion con un mezclado suave en forma de rotacion. Se dej6 incubar la
columna durante 2 horas a temperatura ambiente (37 °C), para posteriormente incubar toda

la noche a 4 °C, con un mezclado rotatorio suave.

5. Se aflojé la tapa de la columna y se removid el tapdn. Se colocé la columna en un tubo de
coleccion y se centrifugd. Se guardd el fluido pasante para analisis (Vial: E). Para la

evaluacion se utilizé el sistema citocina-microesfera Bio-Plex.

6. Para reducir las posibles interacciones no especificas (opcional) se preparé 1 mL de una
solucion de NaCl a 0.5 M, con la cual se diluyé la solucién de lavado vol:vol, y se le adiciond
Tween-20 para una concentracion final de 0.05%. Se quité la tapa de la columna, se inserté
el tapon y se adicionaron 300 ul de la solucion. Se remplazé la tapa y cuidadosamente se

invirtié la columna 10 veces. Se aflojé la tapa, se removié el tapdn y se coloco la columna en
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un tubo de coleccién. Se centrifugd el tubo y se descarté el fluido pasante. Se repitié este

paso dos veces mas (Viales: F, Gy H).

7. Se destapd la columna y se coloco el tapon, se adicionaron 300 ul de solucion de
amortiguadora de acoplamiento, se remplazé la tapa y gentiimente se invirti6 el tubo
(columna) 10 veces. Se aflojo la tapa y se removié el tapon. Se colocé la columna en un tubo
de coleccién, se centrifugd y se descarto el fluido obtenido en el vial, se repitié esta paso una

vez mas. (Viales: | y J).

8. Se destapo la columna y se coloco el tapén, se adicionaron 300 ul de de la solucion
amortiguadora de acoplamiento, en incrementos de 100 ul, en la superficie interior de la
columna para lavar y bajar la resina, fue muy importante no mezclar la resina. Se removi6 el
tapdn, se colocé la columna en un tubo de coleccién, centrifugar y colectar el fluido pasante
(Vial: K).

D) Elucioén.

1. Se coloco el tapdn a la columna y se adicionaron 100 pl de la solucion amortiguadora de
Elucién a lo largo de los lados de la columna sobre la resina. Se remplazé la tapa y se

mezclo. La columna se incubd durante 5-15 minutos a temperatura ambiente (37 °C).

2. Se destapod la columna y se colocé el tapon. Se colocd la columna en un tubo de coleccién
y centrifugar (Vial: E-1). Se neutralizé el pH bajo de la fraccion eluida afadiendo 5 pl de Tris
1M, pH 9.0 (para 100 pl de volumen de elucidn) o dializando inmediatamente contra PBS
usando una Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Unit (e.g., Thermo Scientific, Num. Cat. 69576).

3. Se repitieron los pasos 1y 2 seis veces 0 segun sea necesario (minimo 3 veces) (Viales:
E-2, E-3,E-4, E-5E-6y E-7).

4. Para asegurar la elucion completa del Ac de la columna se realizé un cambio de pH de la
solucion amortiguadora de elucién, ajustando 5 mL de esta solucién amortiguadora a un pH
2.0 (empleando una solucién 1 M de HCI), y un aumento en el volumen empleado, como se

indica en los pasos posteriores.

5. Se coloco el tapén a la columna y adicionar 300 pl de la solucion amortiguadora de
Elucion a lo largo de los lados de la columna sobre la resina. Se remplazé la tapa y se

mezcld. Se incubd la columna durante 5 minutos a temperatura ambiente (37 °C).
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6. Se destapd la columna y se colocé el tapén. La columna se coloca en un tubo de
coleccion y se centrifugar (Vial: E-5). Se neutralizo el pH bajo de la fraccion eluida afiadiendo

18 ul de Tris 1M, pH 9.0 (para 500 pl de volumen de elucion).
7. Se repitieron los pasos 5 y 6 segun sea necesario (Viales: E-9, E-10, E-11 y E-12).

8. Se regenerd la resina tan pronto como fue posible después de la elucién mediante el
lavado una vez con 300 pl de Buffer de acoplamiento conteniendo azida de sodio al 0.02%.

Almacenar la columna a 4 °C.

9. Finalmente, a cada fraccion de eluido (12 fracciones) se le agregaron 30 ul de una

solucion de BSA al 4.5%; y se conservaron en refrigeracién hasta el analisis.

Nota: La purificacion de auto-Ac’s contra IFN-y se realiz6 a partir de dos muestras
séricas positivas a la presencia de estos auto-Ac’s, siendo el suero RL250167 (BC602735,
15/10/13) y el plasma RW120963 (BC761842, 17/12/2013). Mientras que las preparaciones

de los auto-Ac’s anti-IL-6 purificados fueron proporcionados en el laboratorio de trabajo.

5.3.4. Lavado y almacenamiento de la columna de afinidad

Nota: Para un almacenamiento por largos periodos (e.g., > 2 semanas), adicionar
azida de sodio a la solucibn amortiguadora de acoplamiento hasta obtener una

concentracion final de 0.02 %.

Se tapé la parte inferior de la columna y se adicionar 500 pL de la solucién de lavado. Se
reemplazo la tapa y se mezcld. Se removio la tapa y el tapon, se colocé la columna en un
tubo de coleccion, se centrifugd y se descartd el fluido pasante. Se repitié este paso dos

veces mas.

Se tapo la parte inferior de la columna y se adicionar 400 pyL de Buffer de acoplamiento, se
reemplazo la tapa y se mezclé. Se removié la tapa y el tapén inferior, se colocé la columna
en un tubo de coleccion, se centrifugd y se descarto el fluido pasante. Se repitid este paso

dos veces mas.

Se tapé la parte inferior de la columna y se adicionaron 300 L de soluciéon amortiguadora de
acoplamiento a lo largo de los lados de la columna para lavar la resina. Se reemplazoé la tapa

y se almaceno a 4°C.
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5.4. Estandarizacion del ensayo de avidez para el analisis de los auto-Ac’s

mediante la técnica BioPlex en un sistema multiple de microesferas

Las muestras séricas humanas que resultaron ser positivas en estudios anteriores a la
presencia de auto-Ac’s contra citocinas se utilizaron para este ensayo de avidez basado en
una técnica descrita por Rachel M. Stenger (Stenger, 2011). Por lo tanto, para las muestras
séricas positivas a auto-Ac’s contra IL-6 se emplearon las siguientes diluciones 1/50, 1/100 y
1/1 000; mientras que para auto-Ac’s hacia INF-y fueron 1/100, 1/1 000 y 1/10 000.

Cada dilucion se realizd por triplicado para todas las condiciones trabajadas. La

metodologia se describe a continuacion:

La microplaca de 96 pozos con filtro-BV de 1.2 um el tamano del poro, (Millipore, Num. Cat.
MSBVN1210) se humedecié agregando 150 pyL por pozo de solucion de lavado (PBS-T:
10 mM PBS pH 7.4, 0.05 % vol/vol Tween 20), después de 1 a 2 minutos el liquido se extrajo

empleando un sistema de vacio.

La suspension de trabajo de las microesferas acopladas a una citocina en particular se
prepard a partir de alicuotas (20 L), los sistemas de citocinas necesarios para el analisis
(incluyendo el control negativo, BSA) se diluyeron en un volumen final de 5,000 ul de
solucién amortiguadora pre-bloqueadora (10 mM PBS pH 7.4, 1% BSA, 0.05% de NaNj3).

Posteriormente 50 pL de la suspensidn de trabajo de las microesferas acopladas
(previamente agitadas en el vértex) se agregaron a cada pozo, y el liquido fue removido por

medio de filtracién a vacio.

En los pozos correspondientes se agregaron 50 uL/pozo de cada una de las muestras
problemas (suero, plasmas o Ac’s purificados) o el human IL-6 o IFN-y Biotynilated Ab
(control positivo). Las muestra séricas fueron diluidas 1/50, 1/100 y 1/1 000 para IL-6, en
cuanto a IFN-y las diluciones utilizadas fueron 1/100, 1/1 000 y 1/10 000, cada dilucion se
trabajé por triplicado empleando la solucién bloqueadora (10 Mm PBS pH 7.4, BSA 1%, PVA
0.5%,PVP 0.8%,NaN; 0.05%).como diluente y la microplaca se incubd por 90 min con

agitacién lenta (500 rpm) en un agitador orbital a temperatura ambiente.

Se removio el liquido con un sistema de vacio y se adicionaron 200 pL de urea 6 0 9 M
preparada en PBS-T (10 mM PBS pH 7.4, 0.05 % vol/ivol Tween 20) a los pozos
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correspondientes, y al resto se les agregd 200 uL de PBS-T, las microplacas se incubaron

por 10 min, con agitacion lenta (500 rpm) en un agitador orbital a temperatura ambiente.

De la microplaca se removié el liquido con un sistema de vacio y posteriormente se
realizaron una serie de tres lavados con 200 uL de PBS-T con agitacion lenta (500 rpm) en

un agitador orbital a temperatura ambiente durante 1 - 2 minutos entre cada lavado.

Se agregaron 50 uL/pozo del Ac secundario anti-lgG humano conjugado con ficoeritrina (PE)
(Leinco Technologies, Cat. No. 1-127) a una dilucion de 1/50, y en los pozos donde se
utilizaron los Ac’s anti-citoinas biotinilados se agregé la solucion de estreptavidina acoplada
a ficoeritrina (Strep-PE, R&D Systems, 892525 Lot Num. 308958 y 316378) previamente
diluida 1/50 se empled la solucién bloqueadora como diluente. La microplaca se incubd
protegida de la luz durante 60 min a temperatura ambiente con una agitacion lenta (500 rpm)

empleando un agitador orbital horizontal para microplacas.
Se removi6 el liquido y se repitio la serie de tres lavados con 200 uL de PBS-T.

Finalmente se adicionaron 150 uL/pozo de PBS-T, se agitan las microplacas en un agitador
orbital (500 rpm) durante 2-3 minutos para resuspender las microparticulas. Se coloco la
microplaca en el lector Luminex 100 para realizar el analisis correspondiente (software BP
manager V 5.0).
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6. RESULTADOS

6.1. Muestras séricas y Ac’s purificados

Se trabajaron 4 muestras séricas, a las cuales se les corroboro la presencia de auto-
Ac’s hacia citocinas, para confirmar los resultados obtenidos en previos estudios; asi mismo
se trabajaron con algunos Ac’s anti-citocinas purificados. Estas presentaron auto-Ac’s anti-
IL-6, correspondiendo a las muestras RL250167 (BC602735, 15/10/13) y RW120963
(BC761842, 17/12/2013) suero y plasma, respectivamente; otros 2 sueros S54.46-47 (R. S.)

y $52.49 (S. M.) fueron positivos a la presencias de auto-Ac’s anti-IFN-y.

También se trabajaron con los auto-Ac’s purificados a partir de las muestras séricas
positivas a anti-IL-6 y anti-IFN-y. Para el andlisis de los Ac’s purificados se consideraron las
mezclas de las fracciones que resultaron positivas a la presencia de los auto-Ac’s
purificados. Para el caso de los auto-Ac’s purificados contra IFN-y se trabajaron dos mezclas
diferentes de los eluidos obtenidos en cada columna, una correspondiendo a las fracciones
eluidas de la E1 a la E3 para cada una de las purificaciones; en las otras mezclas, una se
realizé de las fracciones eluidas de la E8 y E9, y para la otra se mezclaron las fracciones de
la E8 a la E10. Las purificaciones de los auto-Ac’s especificos para IFN-y a partir de las
muestras séricas se realizaron en el presente trabajo siguiendo la metodologia que se indica
en el punto 5.3. Mientras que para los auto-Ac’s anti-IL-6 se dispuso de las muestras
purificadas resultantes de la mezcla de las fracciones eluidas de la E1 a la E3 a partir de
cada muestra sérica; estas muestras de auto-Ac’s purificados contra-IL-6 fueron

proporcionados en el laboratorio de trabajo.

6.2. Purificacion de auto-Ac’s contra IFN-y mediante la técnica de cromatografia

de afinidad en columna

Se obtuvo la purificacidon de 2 muestras séricas positivas a auto-Ac’s contra IFN-y. Una
vez que se realizd el proceso de purificacion, se evalud la eficiencia de la técnica y se

identifico la presencia de los auto-Ac’s anti-IFN-y, empleando el ensayo de arreglo de
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microparticulas en suspensién multiple (Luminex) para el sistema de IFN-y -microesfera, se

incluyé el sistema de BSA-microesfera como control negativo.

En la Figura 7 se observan los resultados de la purificacion de auto-Ac’s contra IFN-y a
partir de cada una muestras séricas S54.46-47 (R. S.) y S52.49 (S. M.) positivas a la
presencia de éste, las Col-IFN-y muestran en la primera barra el control positivo con altos
niveles de intensidad de fluorescencia (IF); en la segunda barra el mismo suero pre-columna
diluido 1/2 cuyos niveles siguen siendo altos. La fraccion E (suero post-columna) de la Col-
IFN-y contiene un bajo nivel de auto-Ac’s contra IFN-y, demostrando que la mayoria de los
auto-Ac’s se unieron a la Col-IFN-y; mientras que en la Col-BSA resulté ser lo contrario,
donde se obtuvo un valor alto de IF. Los lavados de ambas columnas previos a la elucién,

corresponden a las fracciones de la F a la K, por lo que la IF va disminuyendo para ambas.

En los eluidos de E-1 a E-7 el enlace antigeno-Ac se rompe con el empleo del buffer de
elucién (pH 2.8), por lo tanto, el primer eluido dio un valor alto de IF, disminuyendo en los
eluidos sucesivos. El cambio a un pH mas acido (de 2.0) favorecié el rompimiento de la
union Ag-Ac’s (eluidos E-8 y E-9). En cambio los valores de IF para los eluidos de la Col-

BSA fueron negativos debido a que nunca ocurrio la unién antigeno-Ac.

6.3. Determinacion de los niveles de auto-Ac’s anti-citocinas en muestras séricas
humanas y en las preparaciones de los auto-Ac’s purificados, mediante el ensayo de

arreglo de microparticulas en suspension, multi-Plex (Luminex)

La presencia auto-Ac’s anti-citocinas presentes en las muestras séricas fue
confirmada, asi mismo fueron determinados los niveles de éstos, tanto en las muestras

séricas como en las mezclas obtenidas de la purificacién.

Los valores de IF que presentaron las muestras séricas y las preparaciones de auto-
Ac’s purificados de IFN-y resultaron ser mas altos en comparacion con los valores
reportados para los auto-Ac’s contra la IL-6; por lo cual cuando se realizd la determinacion
de los niveles de auto-Ac’s se utilizaron diluciones diferentes dependiendo de cada auto-Ac
anti-citocina. Por lo tanto, en el caso de las muestras positivas a Ac’s anti-IL-6 se trabajaron
las diluciones 1/50; 1/100 y 1/1 000, y para anti-IFN-y se usaron 1/100; 1/1 000 y 1/10 000.
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Figura 7. Purificacion de auto-Ac’s anti- IFN-y de muestras séricas. Valores de Intensidad de
fluorescencia para las diferentes muestras séricas, fracciones de lavado y de elucién, obtenidos
por el ensayo Luminex. A: Fracciones correspondientes al suero S54.46-47 (R. S.), B: Suero
S52.49 (S. M.), mediante la técnica cromatografia de afinidad. Las barras de color azul se refieren
a la columna acoplada con IFN-y; (llll) mientras que las barras de color naranja representan a la

columna acoplada con BSA ( ). Todas las fracciones se trabajaron empleando una dilucién de
1/50.
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En la Tabla 2 se observan los valores promedio +SEM de IF correspondientes a los
niveles de auto-Ac’s contra IL-6 presentes en las diferentes muestras. Dichos valores se
observan graficados en la Figura 8, para muestras séricas (A) y para las preparaciones de

auto- Ac’s purificados (B).

En la Tabla 3 se presentan los valores promedio + SEM de IF correspondientes a las
muestras con presencia de auto-Ac’s anti- IFN-y donde se observan valores de IF mayores a
25,000. Estos valores se muestran graficados en la Figura 9 para muestras séricas (A),
auto-Ac’s purificados de los eluidos del E1 al E3 (B) y auto-Ac’s purificados fracciones de los

eluidos del E8 a E9 y E8 al E10 respectivamente. (C).
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Valor promedio de intensidad de

fluorescencia (IF)+SEM

Muestra (anti-IL-6) Fraccion analizada Dilucion

1/50 4482.5 +152.0

RL250167 - 1/100 2697.8 +140.2

1/1 000 1857.4 +128.0

1/50 3028.1 +64.8

At pucadoacel | Nezoas dessmceiones | 100
1/1 000 513.6 £20.2

1/50 1473.7 £95.2

RW120963 - 1/100 1762.9 +121.7

1/1 000 1438.0 +56.3

1/50 2098.6 +71.2

Pl s paendos el | Mezdasdelos faones | 4o
1/1 000 356.3 +6.2

Tabla 2. Niveles de auto-Ac’s contra IL-6 presentes en las diferentes muestras séricas y auto-
Ac’s purificados. Valores promedio de intensidad de fluorescencia +SEM empleando tres diferentes
diluciones (1/50,1/100 y 1/1 000), todas las muestras y cada una de las diluciones se trabajaron por

triplicado.
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Figura 8. Determinacion de los niveles de auto-Ac’s anti-IL-6. Se grafican los valores
promedio de la Intensidad de fluorescencia tSEM para las diferentes muestras. A: muestras
séricas, donde (—®—) corresponde al suero RL250167 y (—=—) al plasma RW120963, B: Auto-Ac’s
purificados a partir de las muestras séricas (—@—) RL250167 y (—8—) RW120963 mencionadas en
el Panel A.
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Valor promedio de intensidad de
Muestra sérica .. . — fluorescencia (IF)+SEM
Fraccidn analizada Dilucién
IFN-y
1/100 26842.7 £656.4
S54.46-47 (R. S.). - 1/1 000 8649.0 £343.5
1/10 000 1721.1 +42.9
1/100 3494.1 £38.7
Auto-Ac’s purificados del Mezclas de las fracciones
suero S54.46-47. eluidas de la E1 a la E3 1/1°000 468.7 x48.2
1/10 000 54.3 £3.6
Auto-Ac’s purificados del Mezclas de las fracciones 1/50 4615.3 #1121
suero S54.46-47. eluidas delaE8 y E9 17100 29715 +111.2
1/100 13905.6 +335.6
Suero: S52.49.. - 1/1 000 3218.3 £154.4
1/10 000 364.3 +25.4
1/100 1592.9 +41.1
Auto-Ac’s purificados del Mezclas de las fracciones
suero $52.49 (S. M.). eluidas de la E1 a la E3 171000 1706 £11.4
1/10 000 19.3 2.7
Auto-Ac’s purificados del Mezclas de las fracciones 1/50 1243.0 1400
suero S52.49. eluidas dela E8 ala E10 1/100 576 +47.0

Tabla 3. Niveles de auto-Ac’s contra IFN-y presentes en las diferentes muestras. Valores

promedio de intensidad de fluorescencia + SEM empleando tres diferentes diluciones (1/100, 1/1 000 y
1/10 1000), todas las muestras se trabajaron por triplicado.
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Figura 9. Determinacion de los niveles de auto-Ac’s anti-IFN-y. Valores promedio de la
Intensidad de fluorescencia +SEM para las diferentes muestras séricas. A: Referente a los sueros
S54.46-47 (R. S.) (——) y S52.49 (S. M.) (—=). El Panel B y C corresponden a los auto-Ac’s
purificados de ambas muestras, S54.46-47 (R. S.) (—e—) y S52.49 (S. M.) (—8—); donde B:
Mezcla de las fracciones de los eluidos del E1 al E3, y C: Mezclas de los eluidos de E8 a E9Q y de
E8 a E10 para S54.46-47 (R. S.) y S52.49 (S. M.), respectivamente.
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6.4. Estandarizacion del ensayo de avidez para el analisis de los auto-Ac’s

empleando la téchica BioPlex en un sistema multiple de microesferas

El ensayo de avidez se realiz6 empleando dos concentraciones de urea (6 y 9 M),
estas dos concentraciones se eligieron considerando publicaciones de reportes de estudio
de avidez (Stenger, 2011).

Los valores de IF promedio +SEM obtenidos de las muestras séricas positivas a auto-
Ac’s contra IL-6, asi como de las preparaciones de Ac’s purificados correspondientes,
después del tratamiento con dos diferentes concentraciones de urea (6 y 9M) y empleando

tres diferentes diluciones se reportan en Tabla 4.

En la Tabla 5 se presentan los niveles de auto-Ac’s contra IFN-y presentes en las
muestras séricas, asi como en las mezclas de los fracciones de eluidos después del
tratamiento de lavado con urea 6 M 6 9 M; los valores promedio de IF£SEM se obtuvieron de

triplicados de cada una de las muestras empleando tres diferentes diluciones.

El indice de avidez (%) de los auto-Ac’s anti-citocina del isotipo 1IgG se calculé con
base a la férmula siguiente:
IF pocillos tratados con urea

Indice de avidez(%) = % 100
ndice de avidez(%) IF pocillos en ausencia de urea

En la Figura 10 se presentan los valores de los indices de avidez (%) de los auto-Ac’s
especificos para IL-6, comparando dos concentraciones de urea (6 y 9 M). En A se grafican
los valores promedio correspondientes al suero RL250167, mientras que en B corresponde
al plasma RW120963, asi mismo los valores obtenidos empleando sus auto-Ac’s purificados
respectivos. Estos resultados mostraron que no existid ninguna variacién en los valores de
los procentajes de indices de avidez, entre las tres diferentes diluciones de las muestras
séricas o de las preparaciones de los auto-Ac’s purificados; sin embargo los valores de los
indices de avidez en las todas las muestras resultaron ser mas bajos cuando se utilizo la

concentracién 9 M que con 6 M de urea.

Los valores de indice de avidez que presentd la muestra de suero (RL250167) fueron
mas altos que los encontrados para el plasma (RW120963), siendo mas evidentes los

resultados obtenidos con las preparaciones de los auto-Ac’s purificados.
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Cuando se determind el indice de avidez de los auto-Ac’s empleando el suero se
observd una mayor variacion en los valores de éstos, resultando ser menores, en
comparacion con los valores obtenidos a partir de la preparacion de auto-Ac’s purificados
correspondiente, observandose mas marcado a la concentracion de urea 9 M (Figura 10, A);
estas diferencias se pueden deber a que posiblemente hay mas interferencias con todos los
componentes existentes en las muestras séricas completas, a cuando sélo se analiza la

preparacion de los auto-Ac’s purificados.
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Valor promedio de intensidad de
fluorescencia (IF)+SEM adiferente
concentraciéon de urea

Muestra IL-6 Fraccion analizada Dilucion 6 M 9M
1/50 3115.5 £394.9 1514.0 +135.1
RL250167 - 1/100 2009.7 +202.9 1102.9 +274.1
1/1 000 1405.3 +177.6 881.7+346.2
1/50 2864.16 £17.1 2184.0 +9.83
Ac’s purificados del Mezclas de las
fracciones eluidas de la 1/100 1995.0 +52.2 1499.2 +24.5
suero RL250167.
E1alaE3.
1/1 000 467.7 £10.9 353.9 +24.1
1/50 1200.8 +121.9 520.9 +170.2
RW120963. - 1/100 1127.8 +207.4 1114.5 +427.2
1/1 000 801.5 +87.3 720.2 +228.9
1/50 1219.8 +66.7 538.7 +20.0
Ac’s purificados del Mezclas de las
P fracciones eluidas de la 1/100 784.7 £13.2 348.0 £6.1
suero RW120963.
E1alaE3
1/1 000 140.8 +23.0 69.9 +6.1

Tabla 4. Valores promedio de intensidad de fluorescencia de diferentes muestras séricas
positivas a la presencia de auto-Ac’s anti-IL-6 y de los auto-Ac’s purificados, después del
tratamiento con dos concentraciones de urea (6 y 9 M). Valores empleados para la determinacién
de los indices de avidez. Se utilizaron, tres diferentes diluciones de cada una de las muestras
trabajadas por triplicado.
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Valor promedio de intensidad de fluorescencia
(IF)+SEM a diferente concentracion de urea (M)
Muestra sérica .. . L
Fraccion analizada | Dilucion 6 M. 9 M.
IFN-y
1/100 14799.304968.63 13230.00+573.505
Suero S54.46-47. - 1/1 000 5096.80+364.31 4090.33+63.833
1/10 000 921.13+5.26 799.00+64.073
1/100 1721.63+108.09 1236.00+84.914
Ac’s purificados Mezclas de las
del suero S54.46- fracciones eluidas 1/1,000 204.30+7.50 131.16+1.691
47. delaE1alaE3
1/10 000 29.9615.60 10.50%1.756
Ac’s purificados Mezclas de las 1/50 4193.63+81.26 3468.96+209.739
del suero S54.46- fracciones eluidas
47. delaE8yE9 1/100 2074.46+83.60 1753.13+128.524
1/100 4479.13+370.31 3608.66+88.254
Suero S52.49. - 1/1 000 859.96+61.80 687.00+22.590
1/10 000 128.96+11.60 133.50+5.635
1/100 676.96+21.45 610.00+£36.709
Ac’s purificados Mezclas de las
del suero S52.49 fracciones eluidas 1/1 000 72.13+10.63 64.16+4.323
(S. M.). delaE1alaE3
1/10 000 8.96+2.72 36.66+24.950
Ac’s purificados Mezclas de las 1/50 1043.80+183.04 605.63+52.12
del suero S52.49 fracciones eluidas
(S. M) delaE8 alaE10 1/100 404.80+41.47 269.80+18.87

Tabla 5. Valores promedio de intensidad de fluorescencia de diferentes muestras séricas
positivas a la presencia de auto-Ac’s anti- IFN-y y de los auto-Ac’s purificados, después del

tratamiento con dos concentraciones de urea (6 y 9 M). Valores empleados para la determinacién

de los indices de avidez. Se utilizaron, tres diferentes diluciones de cada una de las muestras
trabajadas por triplicado.
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Figura 10. Ensayo de avidez para el andlisis de los auto-Ac’s contra IL-6 de las diferentes
muestras empleando la técnica de Luminex. A: muestra sérica RL250167 y la preparacion de las
fracciones de los eluidos del E1 al E3 de auto-Ac’s purificados. B: muestra sérica RW120963 vy la
preparacion de las fracciones de los eluidos del E1 al E3 de auto-Ac’s purificados, tratados con urea 6
M (EE ) y urea 9 M () Trabajando tres diluciones de las muestras (1/50,1/100,1/1 000).
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En la Figura 11 se grafican los valores de los indices de avidez determinados para los
Ac’s especificos a IFN-y presentes en la muestra sérica S54.46-47 (R. S.), asi como los
valores obtenidos empleando la preparacién de los auto-Ac’s purificados anti-IFN-y. En A se
representan los porcentajes de indice de avidez para el suero y la preparacién de auto-Ac’s
purificados (mezcla de las fracciones eluidas: E1 a la E3). Cuando se utilizé la concentracion
de urea 6 M, con el suero se observan valores de indice de avidez muy similares para las
tres diluciones empleadas de la muestra (entre un rango del 40-50%); asi mismo, cuando se
empled la concentracion de urea 9 M los valores de indice de avidez resultaron ser mas
bajos (30-40%) pero con la misma tendencia, a excepcion de la muestra de los anti-Ac’s
purificados diluidos 1/10 000.

Mientras que en B corresponde a la preparacion de auto-Ac’s purificados (mezcla de
las fracciones eluidas: E8 y E9), empleando las diluciones de 1/50 y 1/100; estos auto-Ac’s
presentaron valores de indice de avidez altos, mayor al 80%. Dichos resultados
corresponden a lo esperado ya que para obtener el desprendimiento de los auto-Ac’s de la
columna de afinidad se necesitdé utilizar un pH mas acido (pH 2.0), para favorecer el

rompimiento de la interaccion antigeno-anticuerpo.

En la Figura 12 se grafican los valores de los indices de avidez determinados para los
auto-Ac’s especificos para IFN-y presentes en la muestra sérica $52.49 (S. M.), asi como los
valores obtenidos empleando la preparacion de los auto-Ac’s purificados anti-IFN-y. En A se
representan los porcentajes de indice de avidez para el suero y la preparacién de auto-Ac’s
purificados (mezcla de las fracciones eluidas de la E1 a la E3), obteniéndose valores de 20-
41% y 34-48%, respectivamente. Mientras que en B se grafican los valores de los indices de
avidez de la mezcla de las fracciones E8, E9 y E10 de los auto-Ac’s purificados, en la cual
se observa que el porcentaje de indice de avidez resultdé ser mayor (68-75%),

correspondiendo a lo esperado.

Por otra parte, con estos resultados se corrobord que la dilucion empleada de las
muestras séricas no interfiere con los valores de indice de avidez, siendo menores en la

mayoria de los casos cuando se emplea la concentracion de urea 9 M.
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Figura 11. Ensayo de avidez para el andlisis de los auto-Ac’s contra IFN-y de la muestra
S54.46-47 (R. S.) empleando la técnica de Luminex. A: muestra sérica y la preparacion de las
fracciones de los eluidos del E1 al E3 de auto-Ac’s purificados B: mezclas de las fracciones de los
eluidos del E8 a E9 de los auto-Ac’s purificados y donde EEEE representa urea 6 M y E&es urea
9 M.
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Figura 12. Ensayo de avidez para el andlisis de los auto-Ac’s contra IFN-y de la muestra
S52.49 (S. M.) empleando la técnica de Luminex. A: muestra sérica y Auto-Ac’s purificados
fracciones de los eluidos del E1 al E3 de auto-Ac’s purificados. B: mezclas de las fracciones de

los eluidos del E8- E10 de los auto-Ac’s purificados y donde EEEE representa urea 6 M y Ees
urea 9 M.
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7. DISCUSION

Las inmunodeficiencias heredadas ilustran el papel vital, tanto de la respuesta inmune
adaptativa de las células T y de las células B en particular, asi como la importancia de la
respuesta inmune innata en particular de los fagocitos y complemento a muchos trastornos

hereditarios inmunes, las causas permanecen aun sin explicacion (Janeway 2008).

Las inmunodeficiencias secundarias (adquiridas) causadas por altos niveles de auto-
Ac’s neutralizantes contra citocinas pueden causar una amplia variedad de posibles

enfermedades que amenazan la vida del individuo (Maddur, et al., 2010).

Los Ac’s anti-citocinas se han descrito, a ultimos dias, como una importante y
emergente causa de enfermedades. Sus manifestaciones son diversas e incluyen proteinosis
alveolar pulmonar debido a auto-anticuerpos anti- el Factor Estimulador de Colonias de
Macréfagos y Granulocitos (GM-CSF, Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor),
infecciones con micobacterias no tuberculosas debido a auto-anticuerpos anti-IFN-y, también
individuos con miastenia gravis y timoma con prevalencia de auto-Ac’s contra IL-12 e IFN-y.
(Meager, et al., 2003; Browne y Holland, 2010).

Pacientes con severa susceptibilidad a infecciones producidas por bacterias
intracelulares pueden presentar altos niveles de auto-Ac’s hacia IFN-y, una citocina, la cual
es de crucial importancia para la eliminacion de este tipo de patdgenos tales como
Mycobacterium y Salmonella. También los auto-Ac’s contra IL-6 se encontraron en un
paciente con abscesos subcutaneos y celulitis estafilococal recurrente. Mas reciente, una
susceptibilidad a infecciones por hongos se ligé a auto-Ac’s contra IL-17 e IL-22 (Zhu y Paul
2008; Dubin y Kolls 2008, Bettelli et al. 2008).

Ademas de estas presentaciones altamente patoldgicas mencionadas anteriomente,
los auto-Ac’s anti-citocinas también se manifiestan en artritis reumatoide, timoma, y ciertos

tipos de canceres (Meager, et al., 2003).

Sin embargo, hasta donde se sabe no existen estudios con respecto a una
caracterizacion mas detallada de dichos auto-Ac’s anti-citocinas, por lo que lograr la
purificaciéon de los mismos es de suma importancia para la realizacién de analisis mas

especificos y claros sobre la funcion que se le podria atribuir a la presencia de auto-Ac’s
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contra citocinas involucrados en la susceptibilidad a algun tipo de infeccion. Por ejemplo,
ensayos de neutralizacion in vitro de la fosforilacion de STAT-1 y STAT-3, pruebas de
inhibicién de la produccion de citocinas, identificacion de los epitopos reconocidos por los
auto-Ac’s mediante microarreglos; asi como, el estudio realizado en el presente trabajo,
donde se llevé a cabo la estandarizacion de la técnica para determinar el indice de avidez de

auto-Ac’s anti-citocinas.

En el presente trabajo se analizaron 4 muestras séricas, dos de ellas positivas a auto-
Ac’s contra IL-6 y las dos restantes positivas a auto-Ac’s anti-IFN-y; en forma general se
menciona que los pacientes sufrian de severas y/o recurrentes infecciones, sus
manifestaciones son diversas e incluyen proteinosis alveolar pulmonar, celulitis estafilocicie,
timoma, candidiasis mucocutanea croénica, entre otras. Para la descripcion particular de cada

muestra Ver Tabla 1.

Por otro lado, también se trabajé con los auto-Ac’s purificados a partir de estas
muestras séricas, empleando la técnica de cromatografia de afinidad por columna, este
método aprovecha la caracteristica de que para la formacién del complejo antigeno-
anticuerpo intervienen enlaces no covalentes. Por lo tanto, inicialmente se unid el antigeno
(citocina) a la resina de agarosa a través de aminas primarias, cuando la muestra sérica
pasa a través de la matriz (columna), el suero o plasma que presenta los auto-Ac’s es
considerado impuro, ya que ademas contiene proteinas, (albumina, globulinas), electrolitos
(Na*, K, Ca* etc.), urea, acido urico, creatinina, glucosa, lipidos, aminoacidos, oxigeno,
diéxido de carbono, hormonas, enzimas; sin embargo, mientras que los Ac’s especificos
contra la citocina permanecieron unidos a su antigeno en la columna, los otros componentes
y los otros Ac’s que no se unieron especificamente fueron eliminados mediante los lavados.
Asi mismo, la unién especifica de los auto-Ac’s a la citocina se corroboré al utilizar también
una columna de afinidad que tiene acoplada una proteina ajena (BSA) a la proteina de
interés (citocina), en la cual se demostr6é que nada se unié inespecificamente. Después en la
elucién de las columnas se disocio la union antigeno-anticuerpo mediante la variacion de pH,
primero un pH de 2.8 y después se baja a 2.0, para asi obtener en forma purificada los auto-

Ac’s que se unieron al inmunoabsorbente (Ross,2008).

Las condiciones de trabajo empleadas para la realizacibn de esta técnica de
cromatografia de afinidad son importantes, por lo cual la solucion amortiguadora que es

utilizada para la unién éptima de los auto-Ac’s debe presentar un valor de pH similar al que
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se tiene en condiciones fisioldgicas, por lo tanto, se usd una solucién amortiguadora de un
pH neutro (es decir pH 7.2). Por otra parte, las condiciones de pH para la elucion de los auto-
Ac’s inmovilizados en el presente estudio fueron &cidas (de un pH de 2 a 2.8). Tales
condiciones concuerdan con un trabajo reportado por Moser y colaboradores, donde se
menciona que el método mas popular y mejor para lograr una separacion adecuada de la
reaccién antigeno-anticuerpo es la aplicacién a la columna de una solucion amortiguadora
acida, entre un pH de 1 a 3; asi mismo, ellos mencionan que en condiciones alcalinas se ha
obtenido un bajo rendimiento del soporte, debido a la inestabilidad de estos soportes tal
como perlas de vidrio o silice a un pH mayor a 8.0. Sin embargo, Moser refiere que se ha
demostrado que estas columnas son muy estables cuando se utilizan los cambios de pH

moderados en un intervalo de 2.5 a 3.0 para la elucion (Moser et al, 2010; Ross,2008).

Asi mismo, Moser y sus colaboradores también refieren, al igual que en las notas
técnicas y en el instructivo del producto AminoLink, que se pueden usar agentes caotrépicos,
se ha demostrado que la capacidad de afinidad de la columna se ve disminuida, en las notas
técnicas del producto también se menciona que al usar la urea como agente caotropico esta
contiene amoniaco el cual tiene una amina primaria, por lo tanto competiria con la reaccion
del soporte, ademas de que la urea aumenta la solubilidad de las moléculas hidréfobas y
ademas desnaturalizan las proteinas, es decir alteran sus estructuras tridimensionales, en
consecuencia algunas proteinas sufren cambios alterando irreversiblemente su estructura y

de tal forma pueden perder su funcién de union.

Con respecto, al proceso de purificacion que se realizé en el presente estudio se
puede mencionar que resulté exitoso, lo cual se demostré cuando se evaluo la eficiencia de
la técnica de purificacion de los auto-Ac’s anti-IFN-y, empleando el ensayo de arreglo de
microparticulas en suspensién multiple (Luminex). Donde los valores de IF indicaron la
presencia o la ausencia de los auto-Ac’s purificados en las diferentes fracciones eluidas
obtenidas durante el proceso; asi mismo, estos resultados reflejaron el efecto de disociaciéon
del pH sobre la unién de los auto-Ac’s al IFN-y que formaron los complejos antigeno-

anticuerpo en la columna de cromatografia de afinidad.

Las muestras séricas positivas a la presencia de auto-Ac’s contra IFN- y presentaron
un comportamiento muy similar en las fracciones eluidas con presencia de auto-Ac’s
purificados. Por lo tanto, con base a los valores de las IF de cada fraccién se tomé el criterio

para realizar las mezclas de las fracciones eluidas positivas a la presencia de los auto-Ac’s
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purificados. Otro criterio fue tomar los eluidos donde ocurrié el cambio de pH de 2.8 a 2.0
que favorecié el rompimiento de la interaccion antigeno-anticuerpo. Reverberi et al en el afio
2007 menciona el efecto que tiene el pH en la interaccion antigeno-anticuerpo en los lados
extremos tanto acidos como basicos, el pH acido debilita las interacciones electrostaticas, o
puentes de hidrogeno. Por lo tanto, la observacién de que nuevamente se lograron eluir
auto-Ac’s purificados de la columna con el cambio de pH de 2.8 a 2.0, indica que estos auto-
Ac’s necesitaron un pH mas acido para disociar su interaccion con el antigeno (Reverberi et
al, 2007).

Es importante mencionar que la union de los auto-Ac’s contra la citocina fue
especifica, debido a que solo en la columna donde se acopld la citocina de trabajo (IFN-vy) se
vieron disminuidos los niveles de auto-Ac’s anti-IFN-y en las muestras séricas después del
paso de éstas a través de dicha columna, efecto que no se observé cuando se utilizé la
columna que tenia acoplada la BSA. Asi mismo, la presencia de los auto-Ac’s purificados
solo fue detectada en algunas de las fracciones eluidas de la columna-IFN-y, y en ninguna

de las fracciones eluidas de la columna-BSA.

Por lo tanto, para la muestra sérica S54.46-47 (R. S.) los primeros tres eluidos a pH 2.8
(E1, E2 y E3) obtenidos de la columna-IFN-y presentaron los valores de IF mas altos
(16,760, 17,362 y 8,806, respectivamente), por lo que estos eluidos se mezclaron; cuando se
realizé la disminucién del pH de 2.8 a 2.0 a partir de la elucion E8 a la E12, la IF se observo
aumentada en el eluido E8 (4,931) en comparacién al eluido E7 que la IF fue de 1,185, los
eluidos E8 y E9 constituyeron la segunda mezcla. En cuanto a la muestra S52.49 (S. M.) se
tomaron los mismos criterios para realizar la mezcla de las tres primeras eluciones E1, E2 y
E3 que registraron valores de IF de 12,265, 8,518 y 3,950, respectivamente; la segunda
mezcla de las fracciones eluidas correspondié a los eluidos E8, E9 y E10 con valores de IF
de 2,772, 3,074 y 1,608, respectivamente.

En 2011 Stenger y colaboradores comparan el ensayo de ELISA contra el ensayo de
arreglo de microparticulas en suspensién multi-Plex, en donde describen los requerimientos
para cada una de las técnicas en la cual los mas notables son que la técnica de ELISA
requiere mas tiempo (por lo menos 2 dias), y que ademas requiere cantidades sustanciales
de antigeno especifico para el recubrimiento; en contraste con inmunoensayos basados en
citometria de flujo, el empleo de sustancias fluorescentes incrementa la sensibilidad de la

técnica y otra de las ventajas importantes del Luminex, es que requiere cantidades pequefias
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de las proteinas (5-20 ug) que deseen acoplarse a las diferentes microesferas, asi como de
muestras séricas (1-3 pl); otra ventaja es que existe el analisis de antigenos multiples
realizado en un solo pozo, esto resulta muy conveniente para el empleo de muestras donde
los volumenes disponibles son relativamente bajos, ya que nos permite la deteccion de

varios antigenos a la vez empleando el mismo volumen de muestra (Stenger, 2011).

Considerando el objetivo del presente estudio que fue estandarizar la técnica de un
sistema multiple de microesferas BioPlex basado en citometria de flujo con el uso de urea
para determinar los valores de indice de avidez de los auto-Ac’s contra citocinas; este
ensayo consistié en emplear un agente caotrépico como es la urea, ya que se ha reportado
que altera el entorno del disolvente rompiendo los enlaces no covalentes de la interaccion
antigeno-anticuerpo (Bennion 2003). Por lo tanto, el uso de un desestabilizante de puentes
de hidrégeno, como es la urea, para disociar la union entre el Ac especifico y el antigeno,
conlleva a que los Ac’s de baja avidez se disocien mas facilmente del antigeno, mientras que
los que tienen alto indice de avidez pueden permanecen unidos al antigeno después del
tratamiento con la urea (Meurman, 1992; Schoenardie, 2014). Como se menciond
anteriormente, la avidez es el término utilizado para expresar la fuerza de union entre un Ac
y un antigeno multivalente; asi mismo, existen estudios donde mencionan que la avidez de
los Ac’s va aumentando con el tiempo de la estimulacion antigénica (Hubner et al.,2001;
Rojas, 2006).

En el presente estudio se emplearon dos concentraciones de urea (6 y 9 M) para
determinar las condiciones éptimas de trabajo para realizar el analisis de los indices de
avidez presentados por los auto-Ac’s contra citocinas; el uso de estas dos concentraciones
de urea se baso en varios reportes donde prueban diferentes concentraciones (4, 6, 8 0 9
M), y en donde los mejores resultados que se obtuvieron fue cuando se emplearon las
concentraciones 6 y 9 M de urea dependiendo del antigeno analizado (Stenger, 2011; Syed-
Hussain, 2014 y Paule, 2003). De forma similar los resultados obtenidos en el presente
trabajo demuestran que al determinar el indice de avidez de los auto-Ac’s contra citocinas
empleando el uso de la urea (6 y 9 M) como agente caotrdpico funcionaron bien ambas
concentraciones; sin embargo, los valores de indice de avidez resultaron ser mas definidos
cuando se utilizé la concentracion 9 M de urea que con la de 6 M, por lo cual se definié que
la concentracion de 9 M es la mas recomendable para determinar los valores de los indices

de avidez de los auto-Ac’s contra citocinas (IL-6 e IFN- y) empleando el ensayo de Luminex.
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Asi mismo, estos resultados son comparables con los obtenidos por Stenger y
colaboradores, donde ellos utilizaron la técnica de inmunoensayo multiplex (MIA),
comparando las concentraciones 6 y 9 M de urea; finalmente ellos sugieren usar la
concentracion 9 M de urea para la determinacién de los indices de avidez cuando se realiza
el ensayo el inmunoensayo multiplex, aunque concluyen que se necesitan utilizar las dos
concentraciones de urea para poder definir la mas adecuada dependiendo de los diferentes
antigenos estudiados. Por otro lado, en este mismo estudio ellos emplearon otro agente
caotropico como es el tiocianato de sodio (NaSCN) a diferentes concentraciones (0.5 a 3 M),
utilizando las técnicas de ELISA e inmunoensayo multiplex; sin embargo, aunque para ELISA
los resultados fueron apropiados, para el inmunoensayo multiplex la sefial de fondo resultaba

elevada por la unién no especifica del conjugado a las microesferas (Stenger, 2011).

La determinacion de los valores de indice de avidez en la presente tesis se realizé en
dos tipos de muestras, una analizando los auto-Ac’s anti-citocinas (anti-IL-6 y anti-IFN- vy)
presentes en las muestras séricas y la otra utilizando los auto-Ac’s purificados. Al emplear
diferentes diluciones de ambos tipos de muestras, los resultados obtenidos mostraron que
los valores de indice de avidez fueron mas consistentes con los auto-Ac’s purificados que
cuando se emplearon las muestras séricas completas; esto se puede deber a que al pasar la
muestra completa por la columna de purificacion se eliminan todas las impurezas que
pudieran estar interfiriendo con la determinacién de los valores de indice de avidez de los
auto-Ac’s en la muestra sérica, y que por lo tanto, los valores de indice de avidez se
observan con mayor claridad y consistencia en las preparaciones de los auto-Ac’s
purificados independientemente de la dilucion utilizada. Sin embargo, estos resultados no se
pueden comparar con otros estudios debido a la falta de reportes similares, donde empleen

preparaciones purificadas de Ac’s.

Con respecto a la diferencia que resultdé en los valores de indice de avidez que
presentaron las dos preparaciones obtenidas de auto-Ac’s purificados contra IFN-y en la
misma muestra, es decir los eluidos con un pH de 2.8 (E1 a E3) tuvieron valores menores
(30-50 %) que los eluidos con un pH de 2.0 (E8, E9 y E10) (mayores al 70%). Se puede
mencionar que considerando la fuerza de uniéon que presentan los auto-Ac’s contra la
citocina, estos resultados de avidez confirman el comportamiento presentado por estos auto-
Ac’s al ser eluidos de las columnas de cromatografia de afinidad. En este punto es
importante considerar que posiblemente los auto-Ac’s eluidos a pH 2.0 presentaban una

interaccion mas fuerte hacia al antigeno (citocina) que los eluidos a pH 2.8, refiriéndose esto
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a sus afinidades; lo cual también se ve reflejado en los valores de los indices de avidez
presentados por estos auto-Ac’s, que dependen del total de las afinidades individuales de los

Ac’s por los determinantes antigénicos que sean reconocidos (Silberman, 2007).

Los auto-Ac’s contra IL-6 purificados de las muestras séricas RL250167 y RW120963
se comportaron de diferente manera, es decir los auto-Ac’s de la muestra RL250167
presentaron valores de indice de avidez mas altos que los de la muestra RW120963. Una
posible explicacion de la diferencia que existe entre los indices de avidez determinados para
estas dos muestras, es realizando una especulacion con trabajos actuales donde se analizan
los valores de los indices de avidez para determinar y distinguir entre una infeccién aguda y
una croénica, donde los autores mencionan que durante la fase inicial de una infeccion la
avidez de los Ac's es baja y a medida que transcurre el tiempo esta aumenta
progresivamente Schoenardie y colaboradores mencionan que el determinar la avidez es

una alternativa para discriminar las etapas de la infeccion (Schoenardie, 2014).

Realizando una comparacion similar con los valores de indices de avidez de los auto-
Ac’s anti-IFN- y purificados a partir de dos muestras séricas diferentes, estos presentaron un
comportamiento muy similar; sin embargo, los auto-Ac’s eluidos a un pH de 2.0 presentaron

valores de indice de avidez mayores que los auto-Ac’s eluidos a un pH de 2.8.

Finalmente, la aportacion de los resultados obtenidos hasta el momento en el presente
trabajo, especificamente con respecto a la estandarizacién de la técnica de un sistema
multiple de microesferas BioPlex, basado en citometria de flujo, para determinar los valores
de indice de avidez de los auto-Ac’s anti-citocinas nos indican que es recomendable utilizar
las preparaciones de los auto-Ac’s purificados mas que las muestras séricas completas,
debido a los valores de los indices de avidez hacia la misma citocina porque son mas
definidos y consistentes. Esto nos permite en futuro continuar con el interés de analizar a
mas detalle los valores de los indices de avidez de los auto-Ac’s contra estos mediadores
quimicos. Asi mismo, la purificacion de estos auto-Ac’s permitira realizar estudios mas
detallados de ensayos de neutralizacion in vitro de la fosforilacion de STAT-1 y STAT-3,
pruebas de inhibicion de la produccion de citocinas, identificacion de los epitopos
reconocidos por los auto-Ac’s mediante microarreglos lo cual llevara a una caracterizacion

mas completa de éstos auto-Ac’s.
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8. CONCLUSIONES

1. Se corrobord la presencia de auto-Ac’s contra IFN- y e IL-6 en muestras séricas mediante

el ensayo de arreglo de microesferas en suspension multiple (Luminex).

2. Se realizé exitosamente la técnica de cromatografia de afinidad en columna para la
purificaciéon de los auto-Ac’s anti-IFN- y a partir de muestras séricas positivas a la presencia

de éstos.

3. Se determinaron los niveles de auto-Ac’s anti-citocinas (IL-6 e IFN- y) detectados asi como

en las preparaciones de los auto-Ac’s purificados, mediante el ensayo de Luminex.

4. Se estandarizo el ensayo de avidez empleando dos concentraciones de urea (6 y 9 M)
mediante la técnica de un sistema multiple de microesferas BioPlex, basado en citometria de
flujo, donde la mejor concentracion de urea para la determinacion del indice de avidez fue de
9 M.

5. El analisis para la determinacién de los indices de avidez resulté ser mejor empleando las

preparaciones de los auto-Ac’s purificados que las muestras séricas completas.

6. Los auto-Ac’s purificados empleando la solucién de elucién a pH de 2.0 presentaron

valores de indice de avidez mayores que aquellos eluidos a un pH de 2.8.

7. Las preparaciones de auto-Ac’s purificados serian mas recomendables para la realizacion
de estudios empleando ensayos de neutralizacién in vitro de la fosforilaciéon de STAT-1 y
STAT-3, pruebas de inhibicion de la produccion de citocinas, identificacion de los epitopos
reconocidos por los auto-Ac’s mediante microarreglos lo permitira una caracterizacion mas

completa de éstos auto-Ac’s.

60



9. BIBLIOGRAFIA

Agmon-Levin N, Paz Z, Israeli E. et al. (2009). Vaccines and autoimmunity. Nat Rev
Rheumatol 5: 648-652.

Altare, et al. (1998). Impairment of mycobacterial immunity in human IL-12 receptor
deficiency. Science 280, 1432-1435.

Araujo, A. C. (2011). Antibody Avidity and Antigen-Specific. CDC, 26.

Bennion, B. J., and V. Daggett. (2003). The molecular basis for the chemical denaturation of
proteins by urea. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100:5142— 5147.

Bettelli E, Korn T, Oukka M. et al. VK. (2008). Induction and effector functions of TH17 cells.
Nature 453: 1051-1057.

Browne y Holland. (2010).Anticytokine autoantibodies in infectious diseases: pathogenesis
and mechanisms. Lancet Infect Dis 2010;10: 875-85

Doffinger Rainer, R. Helbert Matthew, Barcenas-Morales Gabriela. et al. (2004).
Autoantibodies to IFN-v in a Patient with Selective Susceptibility to Mycobacterial Infection
and Organ-Specific Autoimmunity. Clinical Infectious Diseases. 38:10—4.

Doffinger, R., Patel, S. and Kumararatne, D. (2005). Human immunodeficiencies which pre-
dispose to intracellular bacterial infection. Current Opinion in Rheumatology, 17, 440-6.

Dubin PJ, Kolls JK. (2008). Th17 cytokines and mucosal immunity. Immunol Rev 226: 160—
171.

Hermanson, G.T., et al. (1992). Immobilized affinity ligand techniques. Academic Press, Inc.:
San Diego, CA.

Hewagama A, Richardson B (2009). The genetics and epigenetics of autoimmune diseases.J
Autoimmun 33: 3—11.

Hoflich C, Sabat R, Rosseau S. et al. (2004). Naturally occurring anti-IFN- y autoantibody and
severe infections with Mycobacterium cheloneae and Burkholderia cocovenenans. Blood 103:

673-675.

Hubner J, Uhlikova M, Leissova M. (2001). Diagnosis of the early phase of larval toxocariasis
using IgG avidity. Epidemiol Mikrobiol Imunol; 50(2):67-70.

Invernizzi P, Gershwin ME (2009). The genetics of human autoimmune disease. J
Autoimmun 33:290-299.

61



Janeway Charles A, Travers Paul, Walport Mark, Sholmchik Mark. (2008). Inmunobiology:
The immune system in health and disease. Editores: Austin Penelope, Lawrence Eleanor. 5ta
ed. Garland Publishing, New York.

Kampmann B, Hemingway C, Stephens A. et al. (2005). Acquired predisposition to
mycobacterial disease due to autoantibodies to IFN-y. J Clin Invest 115:2480-2488.

Kisand. et al. (2010). Chronic mucocutaneous candidiasis in APECED or thymoma patients
correlates with autoimmunity to Th17-associated cytokines. J Exp Med 207:299-308.

Kivity S, Agmon-Levin N, Blank M, et al. (2009). Infections and autoimmunity friends or foes?
Trends Immunol 30: 409—414.

Madariaga L, Amurrio C, Martin G, et al. (1998). Detection of anti-IFN- 7 autoantibodies in
subjects infected by Mycobacterium tuberculosis. Int J Tuberc Lung Dis 2: 62—68.

Maddur. (2010). Autoimmunity as a predisposition of infectious diseases. PLOS Pathogens.
6(11)

Mayer, G. (julio de 2010). microbiology. Recuperado el 25 de 02 de 2016, de
http://www.microbiologybook.org/mayer/ab-ag-rx.htm

Meager, Wadhwa, Dilger, et al. 2003. Anti-cytokine autoantibodies in autoimmunity:
preponderance of neutralizing autoantibodies against IFN-a, IFN-w and IL-12 in patients with

thymoma and/or myasthenia gravis. Clin Exp Immunol 132: 128 136.

Meurman O. et al. (1992) Immunoglobulin G Antibody Avidity in Patients with Respiratory
Syncytial Virus Infection. Journal of clinical microbiology, p. 1479-1484

Moser, A. et al (2010). Immunoaffinity chromatography: an introduction to applications and
recent developments. NIH Public Access, 769-790.
Patel, Ding, Brown, et al. (2005). Anti-IFN- vy autoantibodies in disseminated nontuberculous

mycobacterial infections. J Immunol 175: 4769-4776.

Paule, B. (2003). Experimental Corynebacterium pseudotuberculosis primary. Elsevier, 129-
139.

Puel, Picard et al. (2008). Recurrent staphylococcal cellulitis and subcutaneous abscesses in
a child with autoantibodies against IL-6. J Immunol 180:647-654.

62



Puel, Doffinger, Natividad, Chrabieh, Barcenas-Morales, et al. (2010). Autoantibodies against
IL-17A, IL-17F, and IL-22 in patients with chronic mucocutaneous candidiasis and
autoimmune polyendocrine syndrome type I. J Exp Med 207: 291-297.

Reverberi, R. (2007). Factors affecting the antigen-antibody reaction. Blood Transfus, 227-
240.

Roitt, I. (2008). Inmunologia. Fundamentos. Buenos Aires: Medica Panamericana.

Rojas-Espinosa, O. (2006). Inmunologia (de memoria) (3ra ed.). México: Medica
Panamericana.

Ross, M. (2008). Histologia: texto y atlas color con biologia celular y molecular. Buenos
aires: Medica Panamericana.

Schoenardie, E. R. (2014). Determination of IgG avidity in BALB/c mice experimentally
infected with Toxocara canis. Post-Graduate Program in Parasitology, Department of
Microbiology and, 403-406.

Scientific, T. F. (2010). MicroLink™ Protein Coupling Kit. Recuperado el 25 de 02 de 2016,
de www.thermo.com/pierce.

Shoenfeld. (1994). Idiotypic induction of autoimmunity: a new aspect of the idiotypic network.
FASEB J 8: 1296-1301.

Silberman, R. P. (2011). Instituto de biotecnologia. Recuperado el 24 de 02 de 2016, de
http://www.ibt.unam.mx/computo/pdfs/met/inmunoquimica.pdf

Stenger, R. M. (2011). Fast, Antigen-Saving Multiplex Immunoassay To Determine Levels
and Avidity. Clinical and vaccine immunology, 595-603.

Syed-Hussain. (2014). Adaptation of a commercial ELISA to determine the IgG avidity in
sheep experimentally and naturally infected with Neospora caninum. Elsevier, 21-28.

Voet, D. (2009). Fundamentos de Bioquimica. Buenos Aires: Médica Panamericana.

Zhang, Liu, et al. (2003). Autoantibodies to IL-12 in myasthenia gravis patients with thymoma;
effects on the IFN-g responses of healthy CD4+ T cells. J Neuroimmunol 139: 102—-108.

Zhu, Paul. (2008). CD4 T cells: fates, functions, and faults. Blood 112: 1557-1569.

63



	Portada
	Contenido Temático
	Resumen
	1. Introducción
	2. Justificación
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía

