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RESUMEN

La produccion de auto-anticuerpos anti-citocinas se han descrito en los Ultimos
afios, como una causa importante de susceptibilidad que predispone al individuo a
infecciones provocadas por microorganismos patégenos y oportunistas; por ejemplo,
la susceptibilidad adquirida a infecciones micobacterianas por la presencia de auto-
anticuerpos contra IFN—y, auto-anticuerpos con capacidad de neutralizacion contra las
citocinas IL-12, IL-17a, IL-17F e IL-22 han sido reportados en pacientes con
candidiasis mucocutadnea crénica y/o con sindrome poli-enddcrino autoinmune-1,
timoma y miastenia gravis; asi mismo, la presencia de auto-anticuerpos contra
GM-CSF se han involucrado en el desarrollo de proteinosis alveolar pulmonar

Objetivo. Realizar la purificacion de auto-anticuerpos contra el GM-CSF
presentes en muestras séricas humanas, empleando la técnica de cromatografia de
afinidad por columna, para permitir un analisis mas confiable de estos auto-
anticuerpos, como es la determinacién de los valores de indice de avidez.

Métodos. Se analizaron siete muestras séricas humanas para confirmar la
presencia de auto-anticuerpos contra GM-CSF, dichos auto-anticuerpos se purificaron
mediante la técnica de cromatografia por columna de afinidad, empleando el kit de
acoplamiento proteico de micro enlace (Micro Link protein coupling kit); se acoplé a
una columna la citocina humana recombinante GM-CSF (rhGM-CSF), y a otra columna
la proteina BSA (como control negativo). La deteccion de los auto-anticuerpos
purificados en las diferentes fracciones eluidas fue confirmada mediante la técnica de
Luminex. Posteriormente, con este mismo ensayo se determinaron los valores de
indice de avidez de los auto-anticuerpos presentes en los sueros y en la preparaciones
purificadas, utilizando urea 9 M como agente caotropico.

Resultados. Se confirmd la presencia de auto-anticuerpos anti-GM-CSF en las
muestras séricas empleando el ensayo Luminex. La técnica de cromatografia por
afinidad permitio la purificacién de los auto-anticuerpos de interés, ademas, el ensayo
de Luminex permiti6é detectar los auto-anticuerpos especificos en los eluidos
obtenidos. Cuando se realiz6 la disminucion del pH de 2.8 a 2.0 durante la etapa de
elucion, algunas de las muestras presentaron un incremento en los valores de IF en
los eluidos E8 y E9 lo que indica la liberacion de mas auto-anticuerpos. Las
preparaciones de auto-anticuerpos eluidos a un pH 2.0 presentaron valores de indices
de avidez elevados que aquellos auto-anticuerpos eluidos a un pH menos &acido
(pH 2.8); la determinacion de los valores de indice de avidez resultaron ser mas
precisos empleando los auto-anticuerpos purificados en comparacién con los sueros.

Conclusiones. Se logro la purificacién de auto-anticuerpos especificos contra
GM-CSF presentes en muestras séricas humanas mediante el sistema Luminex,
ademas este ensayo permitid identificar las fracciones positivas a la presencia de
dichos auto-anticuerpos. Ademas, se determinaron los valores de indice de avidez de
los auto-anticuerpos purificados contra GM-CSF, donde fue posible apreciar que los
auto-anticuerpos eluidos en condiciones mas acidas (pH 2.0) son capaces de generar
enlaces mas fuertes con la la citocina rhGM-CSF, los valores de indice de avidez
calculados a partir de auto-anticuerpos purificados resultaron ser mas definidos y
consistentes cuando se emplearon las preparaciones purificadas en lugar de las
muestras séricas completas.

Xii



1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

Los microorganismos patdgenos han tenido un papel determinante en la historia
de la humanidad. Se ha calculado que durante los afios de 1348 a 1352, una pandemia
de peste bubdnica causada por la bacteria Yersinia pestis provocé la muerte de mas
de la mitad de la poblacion en muchos de los paises de Europa. Unos doscientos afios
después, no fueron espadas ni pistolas sino microorganismos importados, llevados por
los exploradores a través de los océanos, lo que diezmo a las poblaciones indigenas
de América (Carrada, 2001).

En la actualidad, las enfermedades infecciosas son aun la causa directa de
muerte mas frecuente en el mundo. El ser humano, a lo largo de su modernizacion ha
modificado el ambiente y su forma de vida, de tal forma que cada vez es méas sencillo
para los microorganismos desplazarse y llegar a poblaciones vulnerables facilitando
asi la aparicion de brotes infecciosos. De igual manera, el abuso y la mala
administracion de agentes antimicrobianos, asi como el uso desmedido de productos
guimicos en zonas de cultivo, ha producido una influencia selectiva para la
supervivencia y persistencia de poblaciones de microorganismos mas resistentes asi

como de vectores mas flexibles (Carrada, 2001).

A pesar de los enormes adelantos a lo largo de los afios para el control de las
enfermedades infecciosas tales como las vacunas y antibioticos de nueva generacion,
estos padecimientos siguen planteando una gran amenaza para la poblacién de todo
el mundo. A nivel mundial el paludismo (causado por el parasito Plasmodium) se
mantiene como una gran carga, ya que se diagnostican entre 300 y 500 millones de
casos por afo, por otra parte, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) ha
continuado su tendencia ascendente con mas de 6000 infecciones por dia (Contreras-
Soto, 2008).

El resurgimiento del cdlera provocado por la bacteria Vibrio cholerae se ha
manifestado en distintas regiones del mundo, la peste ha causado serios estragos en
la India, mientras que la fiebre amarilla, transmitida por mosquitos del género Aedes,

se mantiene como un problema en Kenia, la fiebre del Valle de Rift en Egipto y el



dengue en Centro y Sudamérica, ademas de las fiebres hemorragicas como las
producidas por los virus Marburg y Ebola han causado verdaderos desastres en
muchos paises africanos (Contreras-Soto, 2008).

El resultado de la interaccién entre un microorganismo y el hospedero se
determina tanto por las propiedades del microorganismo infectante como por la
respuesta inmunolégica del hospedero. EI éxito del establecimiento del
microorganismo Y el posterior desarrollo de una enfermedad depende en gran medida
de la capacidad del microorganismo para evadir los diversos mecanismos de defensa,
los mecanismos innatos actian de inmediato (aunque de manera inespecifica) ante la
presencia de un microorganismo patégeno aun cuando no hayan estado en contacto
previo con él. Mientras que los mecanismos adaptativos requieren de la experiencia
de un primer contacto con el patdgeno y permiten iniciar una rapida, especifica y
potente respuesta de defensa cuando el hospedero entra en contacto con el
microorganismo por segunda vez (Bellanti, 2016; Rojas, 2015; Male, 2013; Schroeder,
2010).

Un ejemplo de mecanismo de inmunidad adaptativa es la produccion de
anticuerpos especificos, los cuales juegan un papel sumamente relevante para la
defensa del organismo, éstos son glicoproteinas que poseen una estructura basica de
cuatro cadenas polipeptidicas donde dos son cadenas ligeras idénticas y dos cadenas
pesadas idénticas. Aproximadamente los ultimos 110 aminoacidos N-terminales de las
cadenas ligeras y pesadas poseen una secuencia muy variable y se les denomina
regiones variables, éstas se crean por medio de una compleja serie de eventos de
reordenamiento génico. Cada region variable se puede dividir en tres regiones de
variabilidad de  secuencia, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), y cuatro regiones de secuencia relativamente constante
denominadas regiones marco. Las tres CDR de la cadena pesada se combinan con
las tres CDR de la cadena ligera para formar el sitio de union especifico al antigeno.
Cada CDR consta de aproximadamente 10 aminoacidos. La CDR3 suele ser la mas
variable de las tres. Por otro lado, las regiones C-terminales de las cadenas ligeras y
pesadas forman los dominios contantes (CL y CH, respectivamente) y determinan las
funciones efectoras del anticuerpo, como por ejemplo, la activacion del complemento
(Bellanti, 2016; Rojas, 2015; Male, 2013; Schroeder, 2010).



1.2. Autoinmunidad e inmunodeficiencias

La integridad del sistema inmunitario es fundamental para la proteccién del
individuo contra los microorganismos infecciosos y sus productos téxicos. Los defectos
en uno o mas de los componentes del sistema inmunitario pueden conducir a la
apariciéon de trastornos graves que a menudo son mortales, algunos de estos son la
autoinmunidad y las inmunodeficiencias, estas Ultimas pueden ser clasificadas en dos

grupos dependiendo la naturaleza de su origen (Abbas, 2015).

Cuando se habla de que un individuo presenta una autoinmunidad, se refiere a
la pérdida de la tolerancia inmunoldgica lo que puede originar una respuesta inmune
inadecuada que puede ser de tipo celular y/o humoral contra componentes propios del
individuo lo que ocasiona condiciones patoldgicas. Las enfermedades autoinmunes se
caracterizan por una activacion de linfocitos T y B autorreactivas que se asocian en
algunos casos con la produccion de auto-anticuerpos patdégenos contra moléculas
propias, culminando en inflamacion y dafio tisular (Torres, 2011; Rojas, 2015; Wang,
2015).

El desarrollo de las enfermedades autoinmunes involucra la perdida de la
tolerancia, y puede deberse a una serie de factores como son la predisposicion
genética (la principal asociacién génica se encuentra con las moléculas del HLA I-II) y
factores ambientales tales como la nutricion, el tabaco, la microbiota, farmacos,
hormonas (Torres, 2011; Rojas, 2015; Wang, 2015).

No obstante, la predisposicion genética por si misma no es suficiente para
desencadenar una respuesta autoinmune, las infecciones virales y bacterianas
también pueden intervenir como agentes desencadenantes al crear el microambiente
adecuado; las células del tejido infectado liberan citocinas capaces de alertar al
sistema inmunitario y estimular la proliferacion de clonas autorreactivas de linfocitos T.
Las enfermedades autoinmunes pueden ser érgano-especificas como la diabetes
mellitus tipo 1 o la artritis reumatoide, o también ser 6rgano-inespecificas como el lupus

eritematoso sistémico (Puel, 2010; Rojas, 2015; Cooper, 2003).



Por otra parte, las inmunodeficiencias se han definido tradicionalmente como
defectos en el desarrollo de la respuesta inmune, debido a la inadecuada funcién de
las células involucradas; considerando su etiologia, las inmunodeficiencias se dividen
en dos grandes grupos: las inmunodeficiencias primarias y las inmunodeficiencias
secundarias. Las inmunodeficiencias primarias son enfermedades causadas por
defectos genéticos que afectan el desarrollo del sistema inmunitario en sus diferentes
niveles y por ende su correcto funcionamiento, mantenimiento y regulacién. El
resultado, son multiples fenotipos clinicos que aunque en su mayoria predisponen a la
susceptibilidad elevada a las infecciones, también pueden abarcar reacciones
alérgicas, inflamatorias y linfoproliferacion sin control, entre otros; existiendo diferentes
tipos de inmunodeficiencias primarias (Esquema 1). Algunos ejemplos de
inmunodeficiencias primarias son el sindrome poliendocrino autoinmune tipo |,
causado por mutaciones en el gen AIRE que expresa en el timo una proteina que
contribuye a la expresion de antigenos periféricos (Puel, 2010; Rojas, 2015; Cooper,
2003).

Complemento,  Celular (células T),
2% 10 % Humoral (células B),

50 %

Fagocitica,
18 %

Combinada (células By T),
20%

Esquema 1. Distribucién de inmunodeficiencias primarias por tipo. La inmunodeficiencia
primaria puede estar presente en procesos innatos (defectos de la fagocitosis, en el sistema del
complemento) o presentarse en la respuesta inmune adaptativa (humoral, celular o ambas). De estas
categorias, las alteraciones de la inmunidad adaptativa son las mas comunes siendo los defectos en
anticuerpos la porciéon méas grande (Owen, 2014).




Las inmunodeficiencias primarias se consideran enfermedades raras, no
obstante, en la actualidad su frecuencia se estima en 1 de cada 2000 individuos
nacidos vivos y su prevalencia en 1 en cada 5000 individuos en la poblacién general.
Solo en los Estados Unidos se calcula que mas de medio millébn de personas sufren

de alguna inmunodeficiencia primaria (Rojas, 2015).

En cuanto a las inmunodeficiencias secundarias, estas son adquiridas e
interrumpen el desarrollo o funcion de un sistema inmunitario que hasta ese momento

funcionaba de manera adecuada y pueden ser causadas por diferentes factores:

e Nutricion deficiente

¢ Enfermedades infecciosas (siendo el VIH el representante de esta causa sin
descartar también a bacterias, parasitos y hongos)

e Metéstasis de cancer o leucemia

¢ Inmunosupresion (posterior a trasplantes de érganos, por ejemplo)

¢ Quimioterapias o radiacion

e Enfermedades crdnicas

e Edad avanzada

e Auto-anticuerpos contra citocinas

La insuficiencia en el aporte adecuado de macronutrientes y/o micronutrientes
especificos, particularmente zinc, selenio, hierro y las vitaminas antioxidantes, puede
acarrear a una deficiencia inmune clinicamente significativa, aumentando la
predisposicion a infecciones principalmente en los nifios. La atrofia linfatica es una
caracteristica morfologica notoria en la desnutricion. El timo es, en particular, un
barémetro sensible en nifios pequefios, y la profunda reduccion en el peso y el tamafio
del érgano da lugar a una timectomia nutricional. Tanto el aumento de la apoptosis de
los linfocitos CD4* y CD8* inmaduros como la reduccion de su proliferacion contribuyen

a la involucion timica (Male, 2013; Rojas,2015).

Una amplia variedad de infecciones puede conducir a la inmunosupresion, ya
gue los microorganismos patdgenos a través de numerosos mecanismos son capaces
de entorpecer la respuesta inmune del hospedero; por ejemplo, una infeccién directa

de las células que participan en la respuesta inmune (caso tipico de la infeccion por



VIH) puede terminar en la destruccién de éstas o en la modificacion de su funcion, las
infecciones crénicas por Mycobacterium tuberculosis y varios hongos dan lugar, con
frecuencia, a una anergia frente a muchos antigenos; asi mismo, las infecciones
parasitarias crénicas también conducen a la inmunosupresion, por ejemplo, los nifios
africanos con paludismo crénico tienen una depresion de la funcion de los linfocitos
(Abbas, 2015, Rojas 2015).

En los dltimos afios los auto-anticuerpos contra citocinas son cada vez mas
reconocidos como posibles desencadenantes de inmunodeficiencias secundarias y
aunque no se ha logrado establecer la causalidad definitiva en todos los casos, éstos
auto-anticuerpos, generalmente de tipo IgG, pueden participar en diversas
manifestaciones infecciosas y/o inmunolégicas dependiendo de la citocina contra la
gue se dirigen. Si bien, la presencia de éstos anticuerpos no estad completamente
asociada con la enfermedad, ya que se pueden detectar auto-anticuerpos en la
mayoria de las personas sanas y ademas se ha sugerido que pueden desempefiar un
papel en la regulacion fisiologica de las actividades bioldgicas de las citocinas, ya sea
por neutralizacion o quizas prolongando su vida media por la formacion de complejos
citocina-anticuerpo. Actualmente existen varios estudios que han demostrado que el
desarrollo de estos anticuerpos neutralizantes contra algunas citocinas, puede afectar
las funciones celulares y la eliminacibn de los patégenos, donde finalmente
predisponen al hospedador a enfermedades infecciosas (Dinarello, 2003; Winthrop,
2009; Knight, 2016).

1.3. Citocinas

El sistema inmunitario posee una rica organizacion y se encuentra constituido
por un conjunto de diferentes componentes que trabajan de manera coordinada a
través de una red sofisticada y compleja de organos, tejidos, células y moléculas
soluble, como las citocinas que son las primeras sefiales de alarma para atraer al sitio
de infeccion a més leucocitos, y de esta forma controlar y eliminar la invasion de los
patdgenos (Cedillo, 2015; Pedraza-Alva, 2015).



Las citocinas son polipéptidos o glicoproteinas extracelulares, hidrosolubles,
con un peso entre 8 y 30 kDa, que se generan por medio de diversos tipos de células
en la zona de la lesion y por células del sistema inmunitario. Estos mediadores
guimicos tienen la capacidad de influir en la actividad, diferenciacién, proliferacion y
supervivencia de las células inmunitarias; ademas, tienen la capacidad de regular la
produccion y la actividad de otras citocinas que pueden aumentar (proinflamatorias) o
atenuar (antiinflamatorias) la respuesta inflamatoria. Las citocinas componen una
compleja red de interacciones que conecta a distintos tipos celulares, en la cual cada
una de las citocinas actua al inducir o suprimir su propia sintesis, la de otras citocinas
y/o sus receptores. Se caracterizan por su efecto redundante, ya que acciones
similares pueden ser desencadenadas por diferentes citocinas, tienen la capacidad
para actuar de manera pleiotropica sobre diversos tejidos y producir multiples efectos
biol6gicos ademas de que pueden actuar como inhibidores de otra citocina
(Esquema 2) (Barros de Oliveira, 2011; Filella; 2002).
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Esquema 2. Representacion esquematica de las diversas actuaciones de las citocinas:
Redundante, Agonista y Pleiotropica. Una citocina (CIT) puede ser producida por diferentes tipos
de células y ejercer una gran variedad de efectos dificultando su clasificacion por medio de su origen
o la funcién biol6gica que ejercen, por lo que se agrupan en interleucinas (IL, numerada
secuencialmente de IL-1 a IL-35), factores de necrosis tumoral (TNFs), quimiocinas (citocinas
quimiotacticas o quimioatrayentes), interferones (IFNs) y factores de crecimiento mesenquimal
(Barros de Oliveira, 2011; Filella, 2002).




Los receptores de citocinas son clasificados dentro de varios grupos con base
a sus similitudes estructurales. Los receptores de citocinas clase I, que incluyen a los
receptores para la mayoria de las interleucinas, por ejemplo, la familia de la IL-6 (IL-6,
IL-11, la proteina Oncostatina M, el Factor Inhibidor de leucemia, Cardiotrofina 1,
G-CSF, IL-12, IL- 23, leptina, Factor Neurotréfico Ciliar) y la familia de la 1L-2 (IL-2,
IL-4, IL-9, IL-15, IL-17E), son receptores que no poseen actividad enzimatica
intrinseca, como actividad de cinasa o fosfatasa; mientras que los receptores de la
familia del interferén (IFN-a/f, IFN-y, las interleucinas IL-10, IL-19, IL-20, IL-22) estan
dentro de la clase Il de receptores para citocinas, los cuales poseen un motivo analogo

conservado en el dominio extracelular (Valle, 2005; Abbas, 2015).

También se reporta la familia del receptor para el TNF en la cual se encuentran
receptores con una estructura de trimeros preformados (algunos de los cuales
reconocen ligandos asociados a la membrana y no se consideran receptores para
citocinas) con dominios extracelulares conservados ricos en cisteina y mecanismos de
transmision de sefiales intracelulares, que suelen estimular la expresion génica y en
algunos casos inducir la apoptosis. Algunos receptores importantes de esta familia son
TNFR TNFR-1y TNFR-II, la proteina CD40, Fas y el receptor para la linfotoxina (Valle,
2005; Abbas, 2015).

1.3.1. Factor Estimulante de Colonias de Macréfagos y Granulocitos
(GM-CSF)

El GM-CSF es una citocina pequefia y miembro de la familia de factores
estimulantes de colonias (CSF) de los factores de crecimiento hematopoyético que se
pliega en una estructura agrupada de cuatro hélices o antiparalelas. Esta citocina
puede ser producida por células mieloides, células dendriticas, linfocitos T, linfocitos B
y células no hematopoyéticas (tales como células endoteliales, condrocitos y células

epiteliales alveolares de tipo II).

Entre sus principales funciones se encuentra la diferenciacion de células del
linaje mieloide, el desarrollo y mantenimiento de macrofagos alveolares pulmonares a

través del factor de transcripcién PU.1, la maduracion convencional de la células



dendriticas y presentacion de antigenos, la polarizacion de los macrofagos M1
(incluyendo la produccion de citocinas proinflamatorias, fagocitosis y presentacion de
antigenos), la activacion de neutréfilos (incluyendo fagocitosis, estallido oxidativo y

produccion de 6xido nitrico) y la angiogénesis.

El GM-CSF ejerce sus funciones uniéndose a un receptor heterodimérico
(GM-CSFR) que esta constituido por una cadena a especifica de union a ligando de
baja afinidad (GM-CSFRa) y dos cadenas [ transductoras de sefiales (GM-CSFRp).
La unién de la citocina a GM-CSFRa (Esquema 3) induce reordenamientos
intramoleculares que conducen al ensamblaje progresivo de un complejo de GM-CSFR
de sefializacién de alta afinidad con mudltiples sitios de interaccion (Wicks, 2015;
Knight, 2016). Ninguna de las cadenas del GM-CSFR contiene dominios con actividad
catalitica de tirosin-cinasa, sin embargo, la cadena 3 esta asociada constitutivamente
a la via de sefializacion JAK-2. La union de GM-CSF a las dos cadenas inicia la auto
fosforilacion de JAK-2 que proporciona sitios de acoplamiento para las proteinas
STAT-5 y STAT-3 que inician la sefalizacion JAK-STAT y ademas la activacion de
otras vias incluyendo MAPK, PI3K/Akt y NFkB (Trapnell, 2002; Wicks, 2015).
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Esquema 3. Modelo para la activacién, vias de sefalizacion, e inactivacion del receptor de
GM-CSF. Comienza con una union de baja afinidad a la cadena o del receptor para después unirse
en un complejo con las cadenas B, se activan y fosforilan los residuos de tirosina del receptor
(asteriscos). Estas regiones fosforiladas se unen a proteinas como las de STAT-5, MAPK y SHP-2,
estas Ultimas tienen efecto antagénico sobre el receptor. Estas vias de sefializacion tienen como
objetivo numerosos genes, resultando en multiples efectos sobre la funcion celular (Trapnell, 2002).

1.4. Auto-anticuerpos y la predisposicion a infecciones

En los udltimos afios un nimero cada vez mayor de estudios han identificado
auto-anticuerpos funcionalmente neutralizantes, ya sea hacia citocinas aisladas solas
0 como parte de patrones anti-citocinas mas complejos; comiunmente altos titulos de
auto-anticuerpos contra citocinas estdn asociados con inmunodeficiencia
caracterizada por susceptibilidad a diversos patégenos. Asi mismo, un papel
importante de auto-anticuerpos anti-citocinas en la modulacion de las enfermedades
autoinflamatorias es cada vez mas reconocido. Por lo tanto, la evidencia reciente pone
de relieve la importancia de las inmunodeficiencias secundarias causadas por la

presencia de auto-anticuerpos contra citocinas, donde altos titulos de estos
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auto-anticuerpos neutralizantes causan una amplia variedad de posibles
enfermedades infecciosas y/o autoinmunes que amenazan la vida del individuo
(Maddur, 2010).

En 2004, Hoflich y sus colaboradores reportaron el caso de un paciente en el
que aislaron Burkholderia cocovenenans de tejido linfoide, Enterococcus faecalis de
secreciones bronquiales asi como algunas especies de Candida. Posterior a un
tratamiento con antibiéticos, el paciente recayé y al realizar estudios se aislé
Mycobacterium chelonae de aspirado de medula 6sea. Uno de los estudios realizados
mostrd que al estimular la sangre completa del paciente con concanavalina A no habia
una produccion detectable de IFN-y, sin embargo la teoria de una produccién deficiente
de IFN-y fue descartada al observar un estimulacion positiva de las células con Acetato
de Forbol Miristato y una secrecion normal de IFN-y por parte de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas del paciente. Los autores
reportan la presencia de un auto-anticuerpo, de clase IgG, contra IFN-y con una gran

capacidad neutralizante que resulta en una inmunodeficiencia severa (Hoflich, 2004).

El grupo de Baerlecken en 2009 report6 el caso de un paciente que presentaba
un titulo alto de anticuerpos anti-nucleares ademas de granulomas de células
epitelioides en el higado con niveles elevados de enzimas hepaticas ademas de una
infeccidn por Mycobacterium avium-intracellulare. Al analizar el suero del paciente
encontraron la presencia de auto-anticuerpos neutralizantes contra el IFN-y, el cual es
producido por los linfocitos Thl y células NK y es indispensable para el proceso de
fagocitosis y muerte intracelular para bacterias intracelulares. Por lo que, una pérdida
de IFN-y y/o un defecto en su receptor puede causar un mayor riesgo de infeccion con

bacterias intracelulares, tales como micobacterias (Baerlecken, 2009).

En 2010, Puel y su grupo de investigacion encontraron en pacientes que
presentaban el sindrome poliglandular autoinmune tipo | en conjunto con una
candidiasis mucocutanea cronica altos titulos de auto-anticuerpos contra interferones
tipo-1 (como son el IFN-a y el IFN-®) caracteristicos de dicha autoinmunidad, asi como
auto-anticuerpos contra IL-17A, IL-17F e IL-22 lo que explicaria la susceptibilidad

presentada por los pacientes a la candidiasis pues esta infeccibn es mas comdn en
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pacientes inmunodeficientes; ademas ya se sabe que al menos en el raton estas

citocinas son importantes en la defensa del huésped contra Candida (Puel, 2010).

1.4.1. Auto-anticuerpos contra GM-CSF

Referente a condiciones clinicas causadas por la presencia de auto-anticuerpos
contra el GM-CSF se encuentra la proteinosis alveolar pulmonar autoinmune (PAP), el
cual es un sindrome raro que puede ser congénito o adquirido. EI PAP se caracteriza
por la acumulacion de surfactante en los alvéolos pulmonares provocado por la
neutralizacién de auto-anticuerpos contra el GM-CSF resultando en grados variables
de insuficiencia respiratoria y disfuncion de células mieloides, lo que aumenta el riesgo
de infecciones (Carey, 2010; Knight, 2016).

El complejo surfactante esta constituido en un 90 % por lipidos, principalmente
fosfatidilcolina y en menor cantidad fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, esfingomielina y
glucolipidos, mientras que el otro 10 % lo constituyen proteinas hidrofilicas
(surfactantes SP-A y SP-D) e hidrofobicas (SP-C y SP-D). El complejo surfactante es
producido y secretado por los neumaocitos de tipo Il. Una vez secretado, el surfactante
crea una pelicula superficial en el epitelio en contacto con el aire. Desde ahi cumple
su doble funcién: estabilizar la superficie pulmonar frente a las fuerzas fisicas
desarrolladas por la mecanica respiratoria y bloquear el acceso de patdgenos a las
células epiteliales y, a través de éstas, a los capilares sanguineos y el resto del
organismo (Pérez, 2010; Ernst, 2017).

Desde hace tiempo se reconoce que los pacientes con PAP corren el riesgo de
infecciones secundarias con una gran variedad de organismos. Se ha observado que
si bien las bacterias comunes responsables de muchas infecciones respiratorias en
pacientes comunitarios y hospitalarios, como Streptococcus spp, Klebsiella spp.,
Haemophilus spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Serratia spp.,
Proteus spp. y Escherichia coli no predominan en pacientes con PAP autoinmune, Si
lo hacen los patdgenos oportunistas siendo las micobacterias atipicas las mas

comunes, aunque también se ha descrito infeccion en el sistema nervioso central por
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especies de Aspergillus y Nocardia en pacientes con esta condicion (Seymour, 2002;
Juvet, 2008).

Estudios en ratones han demostrado la importancia de niveles adecuados de
GM-CSF en el espacio alveolar, los macrofagos alveolares deficientes en GM-CSF
tienen una serie de defectos funcionales y mecanicos (Esquema 4), incluyendo la
alteracion de la guimiotaxis, la adhesion, la fagocitosis, la actividad microbicida, la
fusion de los fagolisosomas y por ende la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) ademéas de la secrecién de citocinas proinflamatorias estimuladas por
patdgenos; se ha observado también que estos defectos son corregidos por la
expresion de GM-CSF en los pulmones de ratones transgénicos. Macrofagos
alveolares de ratones con deficiencia de GM-CSF han reducido la expresion de PU.1,
un factor "maestro" de transcripciéon implicado en la diferenciacion de macréfagos, lo
que demuestra la relacion entre el nivel de GM-CSF en los pulmones y el nivel de

expresion de PU.1 en los macrofagos alveolares (Carey, 2010).
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Esquema 4. Alteracion de la homedstasis del surfactante. El equilibrio se logra mediante la
produccién moderada de surfactante por parte de las células de epitelio alveolar tipo Il (AEC-II) y su
catabolismo en AEC-Il y macréfagos alveolares (AM). En pacientes con PAP autoinmune la
acumulacion de surfactante ocurre por la presencia de auto-anticuerpos GM-CSF (Carey, 2010).
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En 2013 Rosen y sus colaboradores reportaron la posible relacion entre
pacientes que presentaban meningitis criptocdcica y altos titulos de auto-anticuerpos
contra GM-CSF (algunos no presentaban PAP o alguna otra condicion de
inmunocompromiso). Después de confirmar la presencia de altos titulos de
auto-anticuerpos anti-GM-CSF en siete pacientes con meningitis (solo dos de ellos
presentaban PAP), evaluaron la fracciéon IgG de plasma de los siete pacientes y se
observé que inhibi6 la fosforilacion de STAT-5 inducida por GM-CSF y bloqued la
expresion de la proteina MIP-1a inducida también por GM-CSF, demostrando que
estos auto-anticuerpos eran biolégicamente activos y que eran causantes de una
susceptibilidad a una criptococosis. Aunque se sabe que Cryptococcus tiene la
capacidad de disminuir la produccion de GM-CSF en linfocitos T y células NK y por
ende disminuir la actividad fagocitica de los macrofagos, el GM-CSF no parece influir
directamente en la destruccion de Cryptococcus a nivel de Sistema Nervioso Central
(SNC) lo que implica que una actividad defectuosa del macréfago alveolar permite la
diseminacioén y penetracion hacia SNC (Rosen, 2013).

1.5. Cromatografia por afinidad

Seleccionar la metodologia apropiada para la purificacion de anticuerpos
depende siempre del rendimiento y la pureza de los anticuerpos, ademas de los costos
del procedimiento. La eficacia de las purificaciones de afinidad aprovecha los dominio
estructurales de los anticuerpos y su capacidad para reconocer especificamente un
adsorbente de afinidad, que consiste en un ligando inmovilizado y la matriz a la que

esta unido el ligando (Huse, 2002).

De acuerdo a la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) la
cromatografia de afinidad se define como un tipo de cromatogréfia liquida que hace
uso de una "interaccion biolégica" para la separacion y posterior analisis de analitos
especificos dentro de una muestra. Ejemplos de estas interacciones incluyen la union
de una enzima con un inhibidor o de un anticuerpo con un antigeno, siendo el ligando
inmovilizado el factor clave que determina el éxito de cualquier método cromatografico
de afinidad. No obstante, también es importante considerar el tipo de soporte al que

se inmoviliza el ligando, lo mas comun es emplear un soporte de carbohidratos como
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la agarosa o la celulosa; este tipo de material es facil de modificar para poder unirse al
ligando, se puede usar con diferentes condiciones de elucién y posee un porcentaje
bajo de union no especifica en muchos compuestos bioldgico. Sin embargo, como la
agarosa y la celulosa tienen una estabilidad mecanica limitada y una eficiencia
relativamente baja, se tiende a emplear como alternativa particulas de silice que son

mas rigidas, estables y eficientes (Hage, 1999; Hage, 2012).

Debido al reconocimiento especifico de los anticuerpos, es comun emplear la
purificacion por afinidad con un antigeno inmovilizado como ligando. Este método es
ventajoso si se debe obtener un anticuerpo especifico a partir de una mezcla de
inmunoglobulinas con diferentes especificidades (Esquema 5). La purificacion de
anticuerpos monoespecificos a partir de sueros de animales inmunizados es un
ejemplo tipico de tal desafio, la elucién del anticuerpo retenido se logra a menudo
mediante el uso de un cambio en el pH de la fase mdvil, aunque también puede
emplearse un agente caotrépico o modificador organico. La elucion por etapas se usa
frecuentemente durante el aislamiento de los anticuerpos antes del analisis de estos

objetivos por otro método (Huse, 2002; Hage, 2012).

Columna de cromatografia  La muestra es pasada a Columna después de una Elusion de los
que contiene el antigeno través de la columna serie de lavados a pH 7.2 anticuerpos especificos
unido al soporte sélido y pH 5.0 con buffer acido (pH 2.7)
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Esquema 5. Cromatografia por afinidad. La purificacion de anticuerpos por afinidad implica 4 pasos
principales: 1) Acoplar el antigeno a la matriz. 2) La Incubacién de una muestra cruda con el soporte
de afinidad para permitir que la molécula diana en la muestra se una al ligando inmovilizado. 3) Lavar
los componentes de muestra no enlazados del soporte. 4) La elucion (disociacién y recuperacion) de
la molécula diana del ligando inmovilizado al alterar las condiciones del tampén de modo que ya no
se produce la interacciébn de unién (Magdeldin, 2012; Imagen tomada de http://www.creative-
diagnostics.com/Custom-Antibody-Purification.htm)
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1.6. Afinidad y Avidez

La afinidad de un anticuerpo es la suma de las fuerzas atractivas y repulsivas
resultantes de la union entre el paratopo (fragmento de Fab) y su epitopo. La unidn
antigeno-anticuerpo obedece las reglas de la quimica, el anticuerpo se une al antigeno
usando toda la gama de interacciones no covalentes, los cuales comprenden enlaces
de hidrégeno y enlaces idnicos, interacciones hidrofébicas y de Van der Waals, con el
fin de mantener en estrecha proximidad a las moléculas (Esquema 6, A). Este tipo de
enlaces permite que la reaccion sea reversible, de modo que puede aplicarse al
equilibrio la ley de accion de masas y puede determinarse una constante de
equilibrio K o contante de asociacion (Esquema 6, B). Debido a la estructura
multivalente de los anticuerpos, se pueden formar multiples complejos
tridimensionales por lo que se generan una gran cantidad de interacciones quimicas
generando una fuerza de interaccion que se denomina avidez, asi por ejemplo, un
anticuerpo de tipo IgG podria tener la misma afinidad que un anticuerpo de tipo IgM
pero este Ultimo tendrd mayor avidez por su estructura multivalente (Owen, 2014;
Male, 2013).
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Esquema 6. Interaccidon Antigeno-Anticuerpo. (A) La interaccion entre el antigeno y el anticuerpo
es el resultado de la formacion de multiples enlaces no covalentes. Estas fuerzas de atraccion constan
de: enlaces de hidrogeno, enlaces electrostéaticos, fuerzas de van der Waals y fuerzas hidrofobicas.
(B) Cada enlace es relativamente débil si se compara con los enlaces covalentes, pero juntos pueden
generar una interaccion de avidez alta. Por tanto, puede aplicarse la ley de accion de masas y puede
calcularse la afinidad del anticuerpo dada par la constante de equilibrio K (Male, 2013; Owen, 2014).
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El término avidez se usa para describir la fuerza general de las interacciones de
unién colectivas que ocurren durante union multivalente. La multivalencia del receptor
aumenta mucho la fuerza (avidez) de la unién del receptor al antigeno. Los anticuerpos
han evolucionado para aprovechar esta propiedad al emplear dos sitios de unién a
antigeno, cada uno de los cuales puede unirse a determinantes individuales sobre
antigenos multivalentes, como los que se encuentran sobre superficies bacterianas
(Owen, 2014).

1.7. Ensayo luminex o de multi-andlisis

El ensayo de arreglo de microesferas en suspension multiple (Luminex) es un
sistema basado en citometria de flujo combinado con un inmunoensayo convencional,
emplea como soporte sélido microesferas poliestireno con un diametro de 5.6 micras;
estas microesferas son clasificadas en regiones las cuales presentan un cédigo de
color especifico (una proporcion diferente de dos fluorocromos) que permite la
discriminacion e identificacion de ensayos individuales, por lo que cada grupo de
microesferas se puede conjugar con una molécula de captura diferente y ser
mezcladas para ser incubadas con la muestra en un pozo de microplaca de fondo de
filtro para reaccionar con analitos especificos. Tedricamente se pueden medir

simultdneamente hasta 100 parametros individuales en una sola etapa del ensayo.

La capacidad que tiene el ensayo de detectar y cuantificar multiples analitos en
la misma muestra le otorga una ventaja comparado con otros inmunoensayos como
ELISA o Western Blot, en donde solo se puede analizar un analito a la vez, lo que
aumenta la inversion de tiempo y costo en la obtencién de resultados. Ademas, el
ensayo de luminex permite el uso de cantidades minimas de muestra (5-50 pL) con

una sensibilidad muy alta (<1 pg/mL).
El sistema de suspension multiple se basa en los tres elementos siguientes:

o Microesferas de poliestireno tefiidas fluorescentemente, cada una con direccion
espectral especifica para permitir la discriminaciéon de pruebas individuales
dentro de una suspension multiple, lo que permite la deteccion simultanea de

una gran variedad de moléculas en un mismo ensayo.



o Un lector de placas basado en citometria de flujo con dos laseres y Optica
asociada, un laser excita los colorantes internos que identifican la region de
cada microesfera y el segundo laser excita el colorante informador capturado

durante el ensayo.

o Un procesador de sefales digitales de alta velocidad que gestiona los datos de

fluorescencia.

El procedimiento consiste en la activacion de las microesferas de poliestireno
carboxiladas mediante una reaccién carbodiimido, para permitir la unién con los grupos
amino del analito, el cual por lo regular es una proteina (antigeno o anticuerpo); por
ejemplo, un analito acoplado a las microesferas puede ser una citocina. Las
microesferas acopladas reaccionan con la muestra que contiene el biomarcador de
interés (anticuerpo contra la citocina). Después de una serie de lavados para eliminar
el exceso, un anticuerpo de deteccion biotinilado se afiade para crear un complejo
(antigeno-anticuerpo-anticuerpo secundario). El complejo de deteccion final es
evidenciado con la adicion del conjugado estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) que sirve

como indicador fluorescente (Esquema 7).

Citocina

acoplada .
P Auto-anticuerpo Ficoeritrina

l (suero) (fluorescencia)

| |
f

|

Microesfera ’

Anti-IgG-PE

Esquema 7. Arreglo de inmunoensayo Multiplex. Deteccion indirecta de auto-anticuerpos en suero
contra citocinas especificas (Tomado y modificado de www-bio-rad.com/bio-plex).

19



La lectura de las reacciones se obtiene utilizando un lector Bio-Plex. Dentro del
lector los fluidos alinean las microesferas a través de una celda de flujo en donde dos
laseres diferentes las excitan de manera individual. Un l4ser rojo (635 nm) excita los
colorantes de las microesferas, lo que proporciona una identificacion especifica. Al
mismo tiempo, el laser verde (532 nm) excita la ficoeritrina para generar una sefal que
es detectada por un tubo fotomultiplicador (PMT), el software presenta los datos como
Intensidad de fluorescencia (IF) por lo que la concentracion relativa del anticuerpo es

proporcional a la MFI (Esquema 8).

Celda de

fluido
Deteccion de Deteccion de
microesfera con el fluorocromo con el
laser rojo (635nm) laser verde (532nm)

v

Identificacion de la region  Cuantificacion de
en la microesfera segun la cada evento
concentracién interna del

colorante

Esquema 8. Lectura Bio-Plex. Determinacion de la concentracion de analitos basado en citometria
de flujo donde un laser (rojo) permite la identificacién especifica mientras que otro (verde) excita el
compuesto fluorescente para establecer una intensidad de fluorescencia media que es proporcional
a la concentracion del analito (Tomado y modificado de www.merckmillipore.com).
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2. JUSTIFICACION

En los dUltimos afios se ha logrado evidenciar la importancia de las
inmunodeficiencias secundarias causadas por la presencia de altos niveles de
auto-anticuerpos contra algunos mediadores quimicos, como son las citocinas,
afectando el adecuado desarrollo de las funciones celulares y la eliminacion de los
patégenos, lo que predispone al hospedador a enfermedades infecciosas causadas
por microorganismos oportunistas tales como: hongos, bacterias y virus (Puel, 2008;
Maddur, 2010; Browne y Holland, 2010).

Considerando las evidencias que apuntan a la existencia de una correlacion
entre la presencia de niveles elevados de auto-anticuerpos contra algunas citocinas
como la IL-6 y el IFN-y y la predisposicion a infecciones causadas por diversos
microorganismos, asi como la importancia que tiene el GM-CSF en el espacio alveolar,
resulta de interés realizar la purificacion de auto-anticuerpos especificos contra esta
citocina, utilizando la técnica de cromatografia de afinidad por columna, a partir de
muestras séricas positivas a la presencia de dichos auto-anticuerpos, lo cual permitira
realizar en forma mas exacta la determinacion de los indices de avidez y evaluar su

implicacion en la susceptibilidad a enfermedades infecciosas del tracto respiratorio.

Tomando en cuenta que los auto-anticuerpos anti-citocinas se encuentran
presentes en pacientes con infecciones atipicas recurrentes y/o diseminadas, y
ademas, no existen trabajos con respecto a una caracterizacion mas detallada de
dichos auto-anticuerpos anti-GM-CSF, el disponer de preparaciones de estos
auto-anticuerpos purificados y el analisis de la avidez, permitirda una mejor
caracterizacion de estos auto-anticuerpos; lo cual puede contribuir a entender mejor la
presencia de dichos auto-anticuerpos, y facilitar la atencion oportuna de los pacientes
gue presentan estos problemas para la aplicacion de terapias que permitan restablecer
el equilibrio de la respuesta inmune y reduzcan la susceptibilidad a enfermedades

infecciosas.
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3. HIPOTESIS

La técnica de cromatografia por columna de afinidad permite la purificacion de
auto-anticuerpos especificos contra GM-CSF presentes en muestras séricas de
pacientes con enfermedades infecciosas recurrentes y/o alguna autoinmunidad, lo cual
facilita el analisis de la determinacion de los indices de avidez de estos

auto-anticuerpos permitiendo una mejor caracterizacion de éstos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Realizar la purificacién de auto-anticuerpos contra el factor estimulante de
colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) presentes en muestras séricas
humanas, empleando la técnica de cromatografia de afinidad por columna, para
permitir un analisis mas confiable del indice de avidez que presentan dichos

auto-anticuerpos.

4.2. Objetivos particulares

e Corroborar la presencia de auto-anticuerpos contra GM-CSF en muestras
séricas de pacientes con enfermedades infecciosas recurrentes y/o algun

proceso autoinmune.

e Emplear latécnica de cromatografia de afinidad por columna para la purificacion

de auto—anticuerpos contra GM-CSF presentes en dichas muestras séricas.

e |dentificar las fracciones eluidas positivas a la presencia de auto-anticuerpos
especificos contra GM-CSF, mediante el ensayo de arreglo de microesferas en

suspension multiple (Luminex).

e Emplear el agente caotrépico Urea (9 M) en la técnica de sistema multiple de
microesferas Bio-Plex basado en citometria de flujo, para determinar el indice

de avidez de auto-anticuerpos anti-GM-CSF purificados.
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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,

5. MATERIALES Y METODOS

Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, U.K.).

Las muestras séricas positivas a la presencia de auto-anticuerpos anti-GM-CSF
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; se usuraron

ademas, ocho muestras séricas provenientes de individuos clinicamente sanos como

controles negativos.

Tabla 1. Muestras séricas positivas a la presencia de auto-anticuerpos anti-GM-CSF. Las
muestras séricas fueron proporcionadas por el Dr. R. Déffinger (Department of Clinical Biochemistry
and Immunology, Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, U.K.).

| Muestra sérica Observaciones
AA280588
AK120190
SK111160
Las muestras séricas son provenientes
de pacientes susceptibles a infecciones
SB050793 recurrentes (por virus, bacterias u
hongos) y/o procesos autoinmunes
tales como proteinosis alveolar
AF250578 pulmonar
QA020378
DG020480
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5.2. Analisis de la presencia de auto-anticuerpos contra GM-CSF en
muestras séricas mediante la técnica de ensayo de arreglo de
microesferas en suspensién multiple (Luminex)

. La microplaca de 96 pozos con filtro-BV de 1.2 um el tamafio del poro, (Millipore, Nam.
Cat. MSBVN1210) se humedeci6 agregando 150 uL por pozo de solucion de lavado
(PBS-T:10 mM PBS pH 7.4, 0.05 % vol/vol Tween 20), después de 2 minutos el liquido

se extrajo empleando un sistema de vacio.

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

. Posteriormente 50 uL de la suspensidon de trabajo de las microesferas acopladas
(previamente agitadas en el vOrtex) se agregaron a cada pozo, y el liquido se removié

por medio de filtracién a vacio.

. Enlos pozos correspondientes se agregaron 50 uL/pozo de cada una de las muestras
problema diluidas 1/100 empleando la solucion bloqueadora (10 Mm PBS pH 7.4, BSA
1 %, PVA 0.5 %, PVP 0.8 %, NaNs 0.05 %) como diluente, asi mismo, en los pozos
correspondientes se incluyd el control positivo (anticuerpos biotinilados contra
GM-CSF) diluido 1/50, y la microplaca se incubd durante 90 min, con agitacién lenta
(500 rpm) en un agitador orbital a temperatura ambiente.

. Se removié el liquido con un sistema de vacio y posteriormente se realizaron 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 lavado.

. A los pozos donde se llevé a cabo la incubacion con las muestras séricas se le
agregaron 50 pl/pozo del anticuerpo secundario anti-lgG humano conjugado con
ficoeritrina (PE), producido en raton (Leinco Technologies, Cat. No. 1-127) a una
dilucion de 1/50, y en los pozos donde se utilizaron los anticuerpos anti-GM-CSF

biotinilados se agregé la solucion de estreptavidina acoplada a ficoeritrina (Strep-PE,
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b)

R&D Systems, 892525 Lot Num. 308958 y 316378) previamente diluida 1/50, se
empled la solucion bloqueadora como diluente. La microplaca se incub6 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 posteriormente se repitio la serie de tres lavados con 200 uL
de PBS-T.

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

(software BP manager V 5.0).

Nota: Los anticuerpos biotinilados especificos contra el GM-CSF que se utilizaron
como controles positivos en este ensayo fueron los siguientes: Human GM-CSF
Biotynilated Antibody (1/500), (BioRad, Cat. 47400955).

5.3. Técnicade cromatografia por columna de afinidad

Para la purificacion de auto-anticuerpos anti-GM-CSF se empleé la técnica de
cromatografia por columna de afinidad utilizando el kit de acoplamiento proteico de
microenlace (Micro Link protein coupling kit, Thermo Scientific NUm. Cat. 20475). De

forma general el procedimiento se describe a continuacion.

Columnas de centrifugacion 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): Solucion salina
amortiguadora de fosfatos, un paquete contiene fosfato de sodio 0.1 M, Cloruro de
sodio 0.15 M, pH 7.2 cuando se reconstituye con 400 mL de agua.

Solucién amortiguadora de enfriamiento (Quenching Buffer): 50 mL, 1 M Tris-HCI,
0.05 % de azida de sodio (NaN3z), pH 7.4.
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d)

e)

f)

)]

h)

Solucion de Cianoborohidruro de sodio al 5 M (NaBHsCN, mw 62.84): 0.5 mL, disuelto
en NaOH 0.01 M.

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

Solucién amortiguadora de Elucién (Elution Buffer): 50 mL, pH 2.8, contiene aminas
primarias.

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

Solucién amortiguadora de almacenamiento: Se prepararan 100 mL de la solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS; igual que la solucién 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. Preparacién del material

Solucién amortiguadora de acoplamiento pH 7.2: Se realizé una dilucion a partir
de una solucién stock 10X de la misma a una concentracion final de 1X. Para un
almacenamiento por largos periodos de la solucién amortiguadora filtrar la solucion
empleando una membrana con un tamafo de poro de 0.22 um o afiadir azida de sodio

a una concentracion final de 0.02 % y almacenar a 4 °C.

Proteina de acoplamiento: Se resuspendieron 50 ug de GM-CSF recombinante
en 100 uL de solucion amortiguadora de acoplamiento, tratando de ajustar a una
concentracion final de 0.5-1 mg/mL. En el presente estudio se utilizd el producto
comercial ImmunoTools, rhGM-CSF (50 pg, Cat. n° 11343125, Lot. 354691), para

llevar a cabo la purificacion de auto-anticuerpos contra GM-CSF.
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5.3.2. Procedimiento para el acoplamiento de la proteina (citocina GM-CSF)

A) Preparacion de la columna e inmovilizacion de la proteina.

Para todos los pasos se requiri6 mezclar la resina de acoplamiento con la

solucion amortiguadora y suavemente golpear la columna cerca del paquete de la

resina varias veces hasta resuspender y luego cuidadosamente se agit6é la columna

en un vortex a baja velocidad. Sé aseguré que la resina permaneciera humeda

mientras se realizaban los pasos de centrifugacion a 1 000 g (~3 300 rpm en la

centrifuga IEC MicroMAX RF-Thermo, o ~3 500 en BioFugePico-Heraeus) por

1 minuto.

1.

La columna de centrifugacién conteniendo la resina de acoplamiento amino enlace,
y todos los reactivos a utilizar se equilibraron siempre a temperatura ambiente antes

de comenzar a trabajar (37 °C).

. Primero se aflojo la tapa superior de la columna y luego se removio el tapon inferior

para evitar aspirar aire dentro de ésta. Se coloco la columna en un tubo de coleccion
y se centrifugd a 1 000 g por 60 segundos, para remover la solucion amortiguadora
de almacenamiento.

Se removi6 la tapa superior y se insertd el tapon. La resina fue suspendida,
adicionando 400 ul de la solucion amortiguadora de acoplamiento, después se
removio el tapdn, se coloco la columna en un tubo de coleccién, sé centrifugd a

1 000 g por 1 minuto y se descarto el fluido pasante. Este paso se repitié dos veces

7

mas.

Se tapd la parte inferior de la columna y se adicionaron 400 uL de la muestra
(0.5 ng/mL) directamente en la resina, se reemplazé la tapa y se mezclo. Para
determinar la eficiencia del acoplamiento, se puede reservar una porcion de la

muestra (3 uL) para ser utilizada como referencia de la cantidad inicial de proteinas.

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

o cuidadosamente en un vortex a baja velocidad.
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. En una campana de extraccion, se destapo la columna y se afiadieron 5 uL de la
solucién cianoborohidruro de sodio a la reaccion acuosa. Se volvié a colocar la tapa

y se mezclé.

. Se dej6 incubar la columna durante 2 horas a temperatura ambiente (37 °C),
agitando el vial cada hora, para posteriormente incubar toda la noche a 4 °C, con

un mezclado rotatorio suave.

Nota: Antes de incubar durante toda la noche se aseguré que la resina se

mezclara adecuadamente, por lo que se adiciond una concentracion final de 0.05 %
de Tween-20 (se agregaron a la columna 0.3 uL de Tween-20 para 400 uL de muestra

utilizada), esto ayudd para que la resina fluyera libremente en la columna.

7. Posteriormente, se aflojé la tapa de la columna y se removio el tapdn. Se coloco la

columna en un tubo de coleccion y se centrifugé 1 000 rpm por 1 minuto (para
colectar el fluido con la proteina no unida). Para determinar la eficacia del
acoplamiento, se puede evaluar el fluido pasante con un ensayo de proteinas y

comparar con la concentracion o la cantidad inicial.

8. Se removio la tapa de la columna y se insert6 el tapon. Se adicionaron 500 ulL de la

solucion amortiguadora de acoplamiento, se reemplazé la tapa y se mezclé. Se
removid el tapon, después se aflojé la tapa, y se colocé la columna en un tubo de
coleccién y se centrifugd. Se repitid una vez mas y se puede guardar el fluido
pasante para evaluar la eficiencia de acoplamiento.

Nota: Como la reaccion fue incubada toda la noche, sé invirti6 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.

B) Bloqueo de los sitios activos de unién remanentes.

1. Se destap6 la columna y se insert6 el tapon. Posteriormente se adicionaron 500 uL

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

mezclo.
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2. Se retir6 la tapa de la columna y el tapon. Se colocé la columna en un tubo de

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

4. Se coloco el tapdn a la columna y se adicionaron 500 pL de solucién amortiguadora

de enfriamiento directamente a la resina. Se reemplazé la tapa y se mezclo.

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 reaccién acuosa. Se tapé la columna
y se mezclé. Se incubd la reaccion a temperatura ambiente durante 60 minutos,

mezclando cada 15 minutos.

6. Se quito el tapon. Se coloco la columna en un tubo de coleccidn, se centrifugd y se

descarto el fluido que paso.

Nota: Como la columna se utilizé en forma inmediata fue necesario equilibrarla
adicionando 500 uL de solucién amortiguadora de acoplamiento y se centrifugd a
1 000 g por 1 minuto, se realiz6 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 ala resina.

1. La columna con la resina conteniendo la citocina se equilibr6 a temperatura
ambiente (37 °C).

2. Se removié primero la tapa de la columna y después el tapén. Se colocé la columna
en un tubo de coleccion, se centrifugo y se descart6 el fluido que paso.

3. Se coloco el tapon a la columna y se adicionaron 500 plL 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 reacciéon 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.
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5. Se aflojo la tapa de la columna y se removié el tapon. Se colocé la columna en un
tubo de coleccion y se centrifug6. Se guardo el fluido pasante para andlisis (Vial: E).

Para la evaluacién se utilizé el sistema citocina-microesfera Bio-Plex.

6. Para reducir las posibles interacciones no especificas se preparé 1 mL de una
solucién de NaCl a 0.5 M, con la cual se diluyé la solucion de lavado vol:vol, y se le
adicioné Tween-20 para una concentracion final de 0.05 %. Se quit6 la tapa de la
columna, se inserto el tapon y se adicionaron 300 uL de la solucién. Se remplazo la
tapa y cuidadosamente se invirtié la columna 10 veces. Se aflojo la tapa, se removio
el tapén y se colocé la columna en un tubo de coleccién. Se centrifugo el tubo y se

descart6 el fluido pasante. Se repitio este pasé dos veces mas (Viales: F, Gy H).

7. Se destapd la columna y se coloc6 el tapén, se adicionaron 500 uL de solucion de
amortiguadora de acoplamiento, se remplazé la tapa y gentilmente se invirti6 el tubo
(columna) 10 veces. Se aflojo la tapa y se removio el tapdn. Se colocé la columna
en un tubo de coleccion, se centrifugd y se descart6 el fluido obtenido en el vial, se

repitié esta paso una vez mas (Viales: 1y J).

8. Se destapo la columna y se coloco el tapdn, se adicionaron 300 uL 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 removio el tapon, se colocé la columna en un tubo de coleccién, centrifugar y

colectar el fluido pasante (Vial: K).

D) Elucién.

1. Se colocd el tapon a la columna y se adicionaron 100 uL de la solucion
amortiguadora de Elucion a un pH 2.8 a lo largo de los lados de la columna sobre
la resina. Se remplazo la tapa y se mezcld. La columna se incubo durante 5 minutos

a temperatura ambiente (37 °C).

2. Se destapd la columna y se colocé el tapdn. Se coloco la columna en un tubo de
coleccién y se centrifugo (Vial: E1). Se neutralizd el pH bajo de la fraccion eluida
anadiendo 15 pL de Tris 1M, pH 9.0.



3. Se repitieron los pasos 1y 2 seis veces 0 segun sea necesario (minimo 3 veces)
(Viales: E2, E3, E4, E5 E6 y E7).

4. Para asegurar la elucion completa del anticuerpo de la columna se realizé un cambio
de pH de la solucion amortiguadora de elucion, ajustando 5 mL de esta solucion
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 colocé el tapdn a la columna y adicionar 300 puL de la soluciébn amortiguadora de
elucion a lo largo de los lados de la columna sobre la resina. Se remplazé la tapa y

se mezclo. Se incubd la columna durante 5 minutos a temperatura ambiente (37 °C).

6. Se destapoé la columna y se colocé el tapon. La columna se coloca en un tubo de
coleccién y se centrifugo (Vial: E8). Se neutralizd el pH bajo de la fraccion eluida

afadiendo 18 pL de Tris 1 M, pH 9.0 (para 500 uL de volumen de elucion).
7. Se repitieron los pasos 5 y 6 segun fue necesario (Viales: E9, E10, E11 y E12).

8. Se regenero la resina tan pronto como fue posible después de la elucidén mediante
el lavado una vez con 300 pL de Buffer de acoplamiento conteniendo azida de sodio

al 0.02 %. Se almaceno 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 refrigeracion hasta el andlisis.

5.3.4. Lavado y almacenamiento de la columna de afinidad

Nota: Para un almacenamiento por largos periodos (por ejemplo > 2 semanas),
adicionar azida de sodio a la soluciébn amortiguadora de acoplamiento hasta obtener

una concentracion final de 0.02 %.

. Setapd la parte inferior de la columna y se adicionaron 500 puL de la solucién de lavado.
Se reemplazo la tapa y se mezcld. Se removié la tapa y el tapén, se colocé la columna
en un tubo de coleccion, se centrifugd y se descarto6 el fluido pasante. Se repitié este

paso dos veces mas.
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2. Se tapoO la parte inferior de la columna y se adicionaron 400 uL de Buffer de

acoplamiento, se reemplazé la tapa y se mezcld. Se removio la tapa y el tapon inferior,
se coloco la columna en un tubo de coleccion, se centrifug6 y se descarté el fluido

pasante. Se repitid este paso dos veces mas.

. Se tapo la parte inferior de la columna y se adicionaron 400 uL de solucion
amortiguadora de acoplamiento a lo largo de los lados de la columna para lavar la

resina. Se reemplazé la tapa y se almacen6 a 4 °C.

5.4. Deteccién de auto-anticuerpos contra el GM-CSF en las diferentes
fracciones eluidas de la columna de purificacién, mediante el ensayo
de arreglo de microesferas en suspension Luminex

Se llevo a cabo la misma metodologia descrita anteriormente (punto 5.2) del
presente trabajo utilizando como muestras el suero original y pre-columna, ambos a
una dilucién final de 1/100 asi como, la muestra sérica post-columna y las diferentes
fracciones obtenidas de la purificacion, empleado una dilucién 1/50; todas las muestras

se trabajaron por duplicado.

5.5. Ensayo de avidez para el andlisis de los auto-anticuerpos anti-GM-CSF
mediante la técnica BioPlex en un sistema multiple de microesferas

Las muestras séricas y las fracciones eluidas individuales o mezclas de ellas,
que resultaron ser positivas en estudios anteriores a la presencia de altos niveles de
auto-anticuerpos contra el GM-CSF se utilizaron para este ensayo de avidez basado
en una técnica descrita por Rachel M. Stenger. Por lo tanto, para las muestras séricas
positivas a auto-anticuerpos contra GM-CSF se emplearon las diluciones de 1/50 y
1/100 (Stenger, 2011).

Cada dilucion se realizé por duplicado para todas las condiciones trabajadas.

La metodologia se describe a continuacion:

La microplaca de 96 pozos con filtro-BV de 1.2 um el tamafio del poro, (Millipore, Num.

Cat. MSBVN1210) se humedecié agregando 150 uyL por pozo de solucién de lavado
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(PBS-T: 10 mM PBS pH 7.4, 0.05 % vol/vol Tween 20), después de 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 preparé a partir de alicuotas (20 uL), los sistemas de citocinas necesarios para el
andlisis (incluyendo el control negativo, microesfera-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 NaNs).

. Posteriormente 50 yL de la suspensién de trabajo de las microesferas acopladas
(previamente agitadas en el vortex) se agregaron a cada pozo, y el liquido fue removido

por medio de filtracién a vacio.

. Enlos pozos correspondientes se agregaron 50 uL/pozo de cada una de las muestras
problemas (suero o anticuerpos purificados) y el anticuerpo anti-GM-CSF biotinilado
como control positivo. Las muestra séricas fueron diluidas 1/50 y 1/100, cada dilucion
se trabajé por duplicado empleando la solucién bloqueadora (10 Mm PBS pH 7.4,
BSA 1 %, PVA 0.5 %, PVP 0.8 %, NaNs 0.05 %) como diluente y la microplaca se
incubd por 90 min con agitacion lenta (500 rpm) en un agitador orbital a temperatura

ambiente.

. Posteriormente se removié el liquido con un sistema de vacio y se adicionaron 200 pyL
de urea 9 M preparada en PBS-T (10 mM PBS pH 7.4, 0.05 % vol/vol Tween 20) a los
pozos correspondientes, y al resto se les agregd 200 pL 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 liqguido con un sistema de vacio y posteriormente se
realizaron una serie de tres lavados con 200 yL de PBS-T con agitacion lenta (500 rpm)

en un agitador orbital a temperatura ambiente durante 1 minuto entre cada lavado.

. En los pozos con las muestras séricas se agregaron 50 ulL/pozo del anticuerpo
secundario anti-IgG humano conjugado con ficoeritrina (PE) (Leinco Technologies,
Cat. No. I-127) a una dilucion de 1/50, y en los pozos donde se utilizaron los
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anticuerpos anti-GM-CSF biotinilados se agrego la solucion de estreptavidina acoplada
a ficoeritrina (Strep-PE, R&D Systems, 892525 Lot Num. 308958 y 316378)
previamente diluida 1/50, empleando la solucidon bloqueadora como diluente. La
microplaca se incubd protegida de la luz durante 60 min a temperatura ambiente con
una agitaciéon lenta (500 rpm) empleando un agitador orbital horizontal para

microplacas.

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

. Finalmente se adicionaron 150 pyL/pozo de PBS-T, se agitaron las microplacas en un
agitador orbital (500 rpm) durante 2-3 minutos para resuspender las microesferas. Se
colocé la microplaca en el lector Luminex 100 para realizar el analisis correspondiente

(software BP manager V 5.0).

El indice de avidez (%) de los auto-anticuerpos anti GM-CSF del isotipo IgG se

calculo de la siguiente manera:

] ] IF pocillos tratados con urea
Indice de avidez(%) = _ _ x 100
[F pocillos en ausencia de urea
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6. RESULTADOS

6.1. Determinacion de auto-anticuerpos contra GM-CSF presentes en
muestras séricas humanas

Se trabajaron siete muestras séricas humanas positivas a auto-anticuerpos
contra el GM-CSF y ocho controles de pacientes clinicamente sanos, la confirmacion
de la presencia de dichos auto-anticuerpos se realiz6 mediante el ensayo de arreglo
de microesferas en suspension mdultiple, empleando dos sistemas de microesferas
(GM-CSF y BSA), los resultados se presentan en la Figura 1 que corresponde al mapa
de calor de los valores de intensidad de fluorescencia (IF) (Tabla 2) obtenidos en estas
muestras séricas; en donde el programa Multiple Experiment Viewer reporta los
valores de IF empleando una escala de colores, el gradiente de negro a azul
representa los valores bajos (< 5 000), de verde a naranja los valores intermedios
(25000 y < 15 000) y rojo los valores altos (= 15 000). El Panel A corresponde a las
siete muestras de suero positivos, mientras que el Panel B representa los resultados
obtenidos de los controles sanos. En todas las muestras séricas humanas se confirmd
la presencia de auto-anticuerpos anti-GM-CSF ya que resultaron tener valores de IF
considerables, las siete muestras presentaron valores altos (mayores a 15 000), asi
como, el control positivo (anticuerpo anti-GM-CSF) empleado como referencia;
mientras que todas las muestras que correspondientes a las muestras negativas
(individuos clinicamente sanos) presentaron valores de IF bajos. Ambos tipos de
muestras séricas resultaron ser negativas con el sistema microesfera-BSA (control

negativo del ensayo).
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Figura 1. Mapa de calor de los valores de intensidad de fluorescencia de muestras séricas
humanas. Se evaluaron siete sueros humanos positivos a auto-anticuerpos contra GM-CSF y ocho
sueros como controles negativos (individuos clinicamente sanos); los valores de la intensidad de
fluorescencia (IF) se obtuvieron mediante el ensayo de arreglo de microesferas en suspension
multiple empleando los sistemas de microesferas-GM-CSF y -BSA. Se empled el programa Multiple
Experiment Viewer que reporta los valores de IF empleando una escala de colores, el gradiente de
negro a azul representa los valores bajos (< 5 000), de verde a naranja los valores intermedios
(=5 000y < 15000) y de rojo los valores altos (= 15 000). El Panel A representa los valores de IF de
las muestras positivas, todas con un valor mayor a 15 000; mientras que el Panel B muestra los
valores correspondientes a los individuos clinicamente sanos. Se empled de referencia un anticuerpo
anti-GM-CSF humano biotinilado como control positivo (C+).
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Tabla 2. Deteccion de la presencia de auto-anticuerpos especificos contra GM-CSF en
muestras séricas humanas. Se reportan los valores de intensidad de fluorescencia (IF) obtenidos
de cada una de las muestras séricas humanas trabajadas, se incluye también los valores de IF de los
individuos clinicamente sanos utilizados como control negativo (CT) ademas del valor del control
positivo (anticuerpo anti-GM-CSF biotinilado) usado como referencia.

Cédigo de la muestra sérica Valor de IF

Control positivo + 24 469.3
AA280588 24 844.8
AK120190 15 254.8
SK111160 26 656.5
SB050793 21 263.5
AF250578 24 600.8
QA020378 27 323.3
DG020480 24 767.3
CT 2344 1092.0

CT 2357 445.5

CT 2360 213.7

CT 2443-44 322.5

CT 2452 83.5
CT 2454 3991.8

CT 2458 172.5

CT 2745 63.5
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6.2. Purificacion de auto-anticuerpos contra GM-CSF a partir de muestras
séricas humanas mediante la técnica de cromatografia de afinidad por
columna

Se obtuvo la purificacion de siete muestras séricas positivas a auto-anticuerpos
contra GM-CSF. Una vez realizado el proceso de purificacion, se evalud la eficiencia
de la técnica y se identifico la presencia de anticuerpos anti-GM-CSF en las diferentes
fracciones, empleando el ensayo de arreglo de microesferas en suspension multiple
(Luminex) para el sistema de microesfera-GM-CSF, incluyéndose como control
negativo el sistema de microesfera-BSA. Una vez purificados los anticuerpos se
realizaron mezclas de las fracciones positivas a la presencia de éstos para su posterior
analisis.

En la Figura 2 se observan los resultados de la técnica de purificacion de
auto-anticuerpos conta el GM-CSF a partir de la muestra sérica (AA280588) positiva a
la presencia de éstos. Las barras de color rosa corresponden a los niveles de IF
obtenidos en la muestra de suero original y pre-columna, ambas a una dilucion final de
1/100, asi como de la muestra post-columna con una dilucién 1/50, se pueden observar
valores de IF altos en las primeras dos, lo que demuestra niveles considerables de
auto-anticuerpos; las muestras que corresponden a los lavados realizados a la
columna acoplada con rhGM-CSF, no presentan valores de IF, lo que indica que la
mayoria de los auto-anticuerpos presentes en la muestra sérica se unieron a la citocina
(GM-CSF) inmovilizada a la columna; las barras de color azul representan los eluidos
obtenidos, como se puede observar, el pH acido del buffer de elucién provoca la
ruptura del enlace antigeno-anticuerpo y favorece la liberacién de los anticuerpos

retenidos en la columna.

Por otra parte, las barras de color verde corresponden a la columna que esta
acoplada con BSA y que se empled como control negativo, se puede observar que en
la fraccion del suero post-columna y en las primeras fracciones de lavado presentan
valores de IF considerables, lo que indica la presencia de los auto-anticuerpos
anti-GM-CSF y que no fueron retenidos en dicha columna debido a que no se unieron

de forma inespecifica a una proteina ajena como es la BSA.
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Figura 2. Purificacion de auto-anticuerpos contra GM-CSF de la muestra sérica AA280588.
Valores promedio de intensidad de fluorescencia (IF) de la muestra AA280588, asi como de las
fracciones de elucién y lavado que resultaron del proceso de purificacion, dichos valores fueron
obtenidos mediante el ensayo Luminex. En el lado izquierdo se muestran los resultados de la columna
acoplada con GM-CSF, donde las barras color rosa corresponden a la muestra sérica original,
pre-columna y post-columna; las barras azules representan las fracciones obtenidas de la elucién de
esta columna. Mientras que en el lado derecho se muestran los resultados de la columna acoplada
con BSA, donde las barras verdes corresponden a la muestra sérica post-columna y a las fracciones
de los lavados y eluidos. La muestra de suero original y pre-columna se trabajaron a una dilucion final
de 1/100, mientras que para todas las fracciones obtenidas se empled una dilucién de 1/50.



Con respecto a la parte de elucion, en las fracciones E1 a E7 de la columna con
GM-CSF, donde se pretende que el enlace antigeno-anticuerpo se rompa debido al
uso del buffer de elucién con un pH &cido (pH 2.8), se observa que los primeros eluidos
(E1 a E5) muestran niveles considerables de IF, teniendo un pico maximo en el eluido
E2, y disminuyendo en los eluidos sucesivos. Sin embargo, en el caso de esta muestra,
se observé que el cambio a un pH mas acido (pH 2.0) no muestra mayor eficacia al
romper la union del complejo antigeno-anticuerpo (eluidos E8-E12); por otra parte, la
unioén especifica de los auto-anticuerpos contra GM-CSF queda confirmada al apreciar
gue los eluidos obtenidos de la columna de BSA fueron negativos debido a que nunca

se presento la unién del auto-anticuerpo a la proteina BSA.

La Figura 3 corresponde al analisis realizado al suero positivo AK120190 y las
fracciones obtenidas después de la purificacién de auto-anticuerpos anti-GM-CSF a
partir de éste. Se puede observar un comportamiento similar al del suero anterior,
teniendo un pico maximo de elucién en la fraccion E2, sin embargo, el cambio a un
pH mas acido (pH 2.0) permitio la elucion de una porcion extra de este auto-anticuerpo
pudiéndose notar en un ligero aumento en los niveles de IF en el eluido E8 en

comparaciéon con E7.

En la Figura 4 se observa el resultado después de analizar las fracciones
resultantes de la purificacion del suero SK111160 mediante la técnica de Luminex; los
valores de IF obtenidos son considerablemente mas elevados en comparacion a las
dos muestras séricas anteriores, tanto en los valores de IF del suero original,
pre-columna y post-columna, como en los eluidos obtenidos; se aprecian niveles altos
de IF en los eluidos E1 hasta E7 presentando un punto maximo de elucion en la
fraccion E4, si bien el cambio de pH no tiene efecto alguno en la ruptura del enlace
antigeno-anticuerpo debido a que no ocurrié un incremento en los valores de IF entre
los eluidos E7 y E8, se puede apreciar que en el caso de éste suero la eficacia en la
purificacion de auto-anticuerpos fue mayor ya que se observan niveles de IF muy

cercanos a los detectados en la muestra de suero original.
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Figura 3. Purificacién de auto-anticuerpos contra GM-CSF de la muestra AK120190. Valores
promedio de intensidad de fluorescencia de la muestra AK120190, asi como de las fracciones de
elucién y lavado que resultaron del proceso de purificacion, éstos valores fueron obtenidos mediante
el ensayo Luminex. En el lado izquierdo se muestran los resultados de la columna acoplada con
GM-CSF, donde las barras color rosa corresponden a la muestra sérica original, pre-columna y
post-columna; las barras azules representan las fracciones obtenidas de la elucion de esta columna.
Mientras que en el lado derecho se muestran los resultados de la columna acoplada con BSA, donde
las barras verdes corresponden a la muestra sérica post-columnay a las fracciones de los lavados y
eluidos. La muestra de suero original y pre-columna se trabajaron a una dilucion final de 1/100,
mientras que para todas las fracciones obtenidas se emple6 una dilucién de 1/50.
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Figura 4. Purificacién de auto-anticuerpos contra GM-CSF de la muestra SK111160. Valores
promedios de intensidad de fluorescencia de la muestra SK111160, asi como de las fracciones de
elucion y lavado que resultaron del proceso de purificacidn, dichos valores fueron obtenidos mediante
el ensayo Luminex. En el lado izquierdo se muestran los resultados de la columna acoplada con
GM-CSF, donde las barras color rosa corresponden a la muestra sérica original, pre-columna y
post-columna; las barras de color morado representan los lavados realizados a la columna, las barras
azules representan las fracciones obtenidas de la elucion de esta columna. Mientras que en el lado
derecho se muestran los resultados de la columna acoplada con BSA, donde las barras verdes
corresponden a la muestra sérica post-columnay a las fracciones de los lavados y eluidos. La muestra
de suero original y pre-columna se trabajaron a una dilucion final de 1/100, mientras que para todas
las fracciones obtenidas se empled una dilucién de 1/50.

43



La Figura 5 representa los valores obtenidos al realizar el analisis de las
fracciones obtenidas después de realizar el proceso de purificacion de
auto-anticuerpos contra GM-CSF en el suero SB050793, que es una muestra que
también presentaba niveles altos de dichos auto-anticuerpos. Al igual que las muestras
anteriores, los niveles altos de IF en las fracciones de suero original y pre-columna
confirman la presencia de los auto-anticuerpos, asi como la retencién de los mismos
en la columna ya que los niveles de IF en la fraccion post-columna y las fracciones de
lavados (de la F ala K) son practicamente negativos. Las barras azules, que
representan los eluidos, muestran niveles de IF desde el eluido E1 hasta el E9 teniendo
un pico maximo en el eluido E2, en ésta muestra se logra apreciar un pequefio efecto
en el cambio de pH pues el valor de IF en el eluido E8 se ve ligeramente incrementado
a comparacion del eluido E7. El comportamiento de las barras verdes (columna-BSA)
indica la inexistencia del enlace antigeno-anticuerpo, ya que la gran mayoria de los
auto-anticuerpos fueron detectados en la muestra post-columna asi como en los

primeros lavados (F, G y H).

En la Figura 6 se observan los resultados obtenidos después de analizar las
fracciones obtenidas de la purificacién de auto-anticuerpos contra el GM-CSF a partir
de la muestra sérica AF250578; se confirma la presencia de dichos auto-anticuerpos
asi como su retenciéon en la columna-hGM-CSF debido a que la muestra original y
pre-columna presentan niveles altos de IF mientras que en la muestra post-columnay
las fracciones de lavado los valores de IF descienden notablemente. Las fracciones de
elucién presentan niveles de IF considerablemente altos desde el eluido E1 hasta el
E10, teniendo un valor de IF maximo en el eluido E2 cercano a la de la muestra
pre-columna; con esta muestra sérica se logra apreciar un incremento en los valores
de IF en las fracciones eluidas E8 y E9 (en comparacién con la fraccién E7) cuando
ocurre el cambio de pH (de 2.8 a 2.0), debido a la liberacion de los anticuerpos que se
mantenian retenidos en la columna; en cuanto a la columna acoplada con BSA se
puede observar también que en la muestra post-columna se obtienen valores de IF
altos, indicando que los auto-anticuerpos no se unen a la BSA, disminuyendo dichos

valores en las fracciones correspondientes a los lavados hasta el eluido E3.
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Figura 5. Purificacién de auto-anticuerpos contra GM-CSF de la muestra SB050793. Valores
promedio de intensidad de fluorescencia de la muestra SB050793, asi como de las fracciones de
elucion y lavado que resultaron del proceso de purificacion, estos valores fueron obtenidos mediante
el ensayo Luminex. En el lado izquierdo se muestran los resultados de la columna acoplada con
GM-CSF, donde las barras color rosa corresponden a la muestra sérica original, pre-columna y
post-columna; las barras azules representan las fracciones obtenidas de la elucion de esta columna.
Mientras que en el lado derecho se muestran los resultados de la columna acoplada con BSA, donde
las barras verdes corresponden a la muestra sérica post-columna y a las fracciones de los lavados y
eluidos. La muestra de suero original y pre-columna se trabajaron a una dilucién final de 1/100,
mientras que para todas las fracciones obtenidas se emple6 una dilucién de 1/50.
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Figura 6. Purificacion de auto-anticuerpos contra GM-CSF de la muestra AF250578. Valores
promedio de intensidad de fluorescencia de la muestra AF250578, asi como de las fracciones de
elucién y lavado que resultaron del proceso de purificacién, dichos valores se obtuvieron mediante el
ensayo Luminex. En el lado izquierdo se muestran los resultados de la columna acoplada con
GM-CSF, donde las barras color rosa corresponden a la muestra sérica original, pre-columna y
post-columna; las barras azules representan las fracciones obtenidas de la elucion de esta columna.
Mientras que en el lado derecho se muestran los resultados de la columna acoplada con BSA, donde
las barras verdes corresponden a la muestra sérica post-columna y a las fracciones de los lavados y
eluidos. La muestra de suero original y pre-columna se trabajaron a una diluciéon final de 1/100,
mientras que para todas las fracciones obtenidas se empled una dilucién de 1/50.
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La Figura 7 corresponde al andlisis realizado al suero QA020378 y a las
fracciones obtenidas a partir del proceso de purificacion de los auto-anticuerpos contra
GM-CSF. Tanto la muestra de suero original como la muestra de pre-columna
presentan niveles altos de IF lo que confirma la presencia de los auto-anticuerpos,
mientras que la formacion especifica del enlace antigeno-anticuerpo de los mismos se
aprecia debido la disminucién en los valores de IF en las fracciones de post-columna
y las fracciones de lavado; esta muestra sérica presenta un punto maximo de elucién
en las fracciones E2 y E3 y va disminuyendo hasta el eluido E10. En este suero
también es posible notar el efecto que provoca el cambio de pH a uno mas acido
(eluido E8) ya que se logra distinguir un incremento notorio en el valor de IF, lo que
indica que hubo una mayor ruptura de enlaces y por ende la liberacion de los
auto-anticuerpos que seguian retenidos en la columna. Con respecto a la
columna-BSA se observa que los auto-anticuerpos anti-GM-CSF no se retuvieron en
dicha columna ya que la muestra post-columna presenta valores de IF altos al igual
gue en las primeras fracciones de lavado, y no presentando valores de

IF considerables en los eluidos.

La Figura 8 muestra la evaluacion de las diferentes fracciones obtenidas de la
purificacion del suero DG020480, el cual presenta los niveles mas altos de
auto-anticuerpos contra el GM-CSF; la evaluacion se realizé por medio de técnica de
Luminex con el fin de obtener los niveles de IF en cada una de las fracciones, a pesar
de que la gran mayoria de éstos se logré inmovilizar en la columna-rhGM-CSF, se
observa un valor de IF considerable en la muestra sérica después de pasarla a través
de la columna (E Post-col), tal vez debido a una posible saturacion de dicha columna
(barras rosa). Asi mismo, se puede notar también esta saturacion en la liberacion del
exceso de auto-anticuerpos en las tres primeras fracciones de los lavados
(F a H, barras moradas). Considerando los niveles altos de auto-anticuerpos de ésta
muestra sérica, se obtuvieron valores de IF en casi todas las fracciones eluidas (de E1
a E11), presentando un pico maximo de elucion en las fracciones E2 y E3. Asi mismo,
la columna acoplada con BSA presenta valores de IF desde el primero lavado (F) hasta
el eluido E3, debido a los niveles altos de autoanticuerpos presentes en esta muestra
sérica; sin embargo, una vez que se eliminaron todos los auto-anticuerpos de la

columna, las fracciones siguientes resultaron ser negativas.
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Figura 7. Purificacion de auto-anticuerpos contra GM-CSF de la muestra QA020378. Valores
promedio de intensidad de fluorescencia de la muestra QA020378, asi como de las fracciones de
elucion y lavado resultadas del proceso de purificacion, dichos valores fueron obtenidos mediante el
ensayo Luminex. En el lado izquierdo se muestran los resultados de la columna acoplada con
GM-CSF, donde las barras color rosa corresponden a la muestra sérica original, pre-columna y
post-columna; las barras azules representan las fracciones obtenidas de la elucion de esta columna.
Mientras que en el lado derecho se muestran los resultados de la columna acoplada con BSA, donde
las barras verdes corresponden a la muestra sérica post-columna y a las fracciones de los lavados y
eluidos. La muestra de suero original y pre-columna se trabajaron a una dilucion final de 1/100,
mientras que para todas las fracciones obtenidas se emple6 una dilucién de 1/50.
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Figura 8. Purificacion de auto-anticuerpos contra GM-CSF de la muestra DG020480. Valores
promedio de intensidad de fluorescencia de la muestra DG020480, asi como de las fracciones de
elucion y lavado resultadas del proceso de purificacion, dichos valores fueron obtenidos mediante el
ensayo Luminex. En el lado izquierdo se muestran los resultados de la columna acoplada con
GM-CSF, donde las barras color rosa corresponden a la muestra sérica original, pre-columna y
post-columna; las barras de color morado representan los lavados realizados a la columna, las barras
azules representan las fracciones obtenidas de la elucion de esta columna. Mientras que en el lado
derecho se muestran los resultados de la columna acoplada con BSA, donde las barras verdes
corresponden a la muestra sérica post-columnay a las fracciones de los lavados y eluidos. La muestra
de suero original y pre-columna se trabajaron a una dilucién final de 1/100, mientras que para todas
las fracciones obtenidas se empled una dilucién de 1/50.
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6.3. Ensayo de avidez mediante la técnica Luminex en un sistema maultiple
de microesfera.

El ensayo de avidez se realiz6 empleando una solucién de Urea 9 M como
agente caotropico, esta concentracion se eligié considerando reportes de estudios de

avidez realizados anteriormente (Stenger, 2011).

El indice de avidez (%) de los auto-anticuerpos anti GM-CSF del isotipo IgG se

calculé de la siguiente manera:

] ] IF pocillos tratados con urea
Indice de avidez(%) = - - x 100
[F pocillos en ausencia de urea

En la Tabla 3 se reportan los valores de IF obtenidos después del tratamiento
con o sin urea de las muestras séricas originales positivas a auto-anticuerpos contra
GM-CSF, asi como de las preparaciones de anticuerpos purificados correspondientes,
es decir, las mezclas de las fracciones positivas, se emplearon dos diluciones
diferentes de todas las muestras; asi mismo, se reportan los valores correspondientes
al indice de avidez obtenido para cada muestra de suero original y para las diferentes
preparaciones de auto-anticuerpos purificados; asi mismo se observdé que el
tratamiento con la urea disminuyd los valores de IF en todas las muestras,

obteniéndose valores similares independientemente de la dilucion empleada.

En la Figura 9 se grafican los valores de IF obtenidos después del tratamiento
con una solucién de urea 9 M de los sueros AA280588 y AK120190, asi como, de las
diferentes preparaciones de auto-anticuerpos purificados, empleando dos diluciones
diferentes (1/50 y 1/100) para todas las muestras analizadas. El Panel A corresponde
a la muestra de suero (AA280588) original, asi como a su correspondiente mezcla de
fracciones (de la E-1 a la E-4), donde se puede observar una disminucion en los
valores de IF cuando se trataron con la solucion de urea 9 M, debido a que ésta fue

capaz de romper el enlace generado entre los auto-anticuerpos y la citocina acoplada
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a la microesfera. En el Panel B se grafican los niveles de IF obtenidos después del
tratamiento del suero AK120190 y de las mezclas de auto-anticuerpos obtenidas de
éste después de su purificacion, los valores de IF obtenidos después del tratamiento
con urea se observan ligeramente disminuidos en la muestra sérica y en mezcla de los
eluidos (del E-1 al E-5) en comparacion con la muestra sin urea, por lo que se puede
apreciar el efecto causado por la urea al romper los enlaces antigeno-anticuerpo, lo
cual no se observa en el eluido E-8.
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Tabla 3. Valores de Intensidad de fluorescencia e indice de avidez de las muestras séricas
positivas a la presencia de auto-anticuerpos contra el GM-CSF y de los anticuerpos
purificados. Para el ensayo de avidez se emplearon dos diluciones diferentes trabajadas por
duplicado y el indice de avidez de cada suero y preparacion se calculé tomando en cuenta el valor de
IF obtenido después de realizar el ensayo mediante la técnica de Luminex.

Valor de Intensidad de Fluorescencia DS
Muestra Frac_cnon Dilucién Sin Urea Tratamiento con Urea 9 M Indice de avidez
analizada (%)
1/50 3391.3+300 2 813+155 82.95
Suero completo
1/100 3 001+300 2 875.5+243 95.82
AA280588 | Mezcla de las 1/50 1 255.5+163 472.3+10 37.62
fracciones
e'“'da; ‘éj'a El | 11100 1 09133 411.5+28 37.72
1/50 7 013.3+121 6 731+400 95.97
Suero completo
1/100 6 136.5+529 5 230+400 85.23
Mezcla de las 1/50 2 009.5+125 1138+34 56.63
AK120190 | féaccljonlesEl
elul a; Ees a 1/100 817.3+300 544.3+63 66.60
1/50 411.3+29 407.5+91 99.08
Fraccion E8 1/100 578.3+205 468.5£100 81.01
1/50 8 450.8+700 7 072.5+819 83.16
Suero completo
1/100 7 595.5+689 5727.5+165 75.41
SK111160 | Mezcla de las 1/50 3 905.8+306 2 875+171 73.61
fracciones
e'“'da; 267'3 El | 17100 2 649.8+230 1517.8451 57.28
1/50 8 180.3+506 7 460600 91.19
Suero completo 1/100 7 432.8+600 6 629.8+600 89.20
Mezcla de las 1/50 4 0944170 1 888.8+300 46.14
fracciones
eluidasdelaE2 | 1,109 2 6044288 2 047.3+4419 78.62
SB050793 alE5
Mezcla de las 1/50 1217.3+176 759.3+31 62.38
fracciones
eluidas E6 y E7 1/100 705.5+187 422+61 59.82
Mezcla de las 1/50 1 126.5+370 963.5+146 85.52
fracciones
eluidas E8 y E9 1/100 572+28 540.5+23 94.49
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Tabla 3. Valores de Intensidad de fluorescencia e indice de avidez de las muestras séricas positivas a la
pos contra el GM-CSF y de los anticuerpos purificados (continuacién)

presencia de auto-anticuer

Muestra Frac_mon Dilucién Sin Urea Tratamiento con Urea9 M Indice de avidez
analizada (%)
1/50 24 729.8+139 24 489.5+713 99.03
Suero completo
1/100 24 572+20 22 203+20 90.36
1/50 5 135+300 3277+332 63.82
Fraccién E1
1/100 4 075200 2 022+250 49.62
Mezcla de las 1/50 11 137+216 9 786.8+350 87.88
fracciones
eluidas E2 y E3 1/100 10 752.5+300 10 317+300 95.95
Mezcla de las 1/50 7 918460 5 789+4 73.11
AF250578 fracciones
e'u'dasl g‘; laE4 | 1/100 5 33860 4 386150 82.17
ai
Mezcla de las 1/50 7 421460 6 321+60 85.18
fracciones
1/50 1 958+253 1222.3+239 62.43
Fraccion E10 1/100 1 8504200 8174200 44.16
1/50 13631.5+1713 9 256+338 69.37
Suero completo
1/100 11 424.8+13 8 880.8+666 77.73
1/50 2 789+100 1 221.5+100 43.80
Fraccién E1
1/100 1 991+293 1021.8+176 51.32
Mezcla de las 1/50 6 176.5+400 4 216.3+490 68.26
fracciones
QA020378 e'“'da; ‘é‘z'a E2 | 17100 4 930+150 3 181+150 62.49
Mezcla de las 1/50 4 054+706 2 4274300 59.87
fracciones
e'“'da; 267 laES | 1/100 1 907.3+158 1 1374100 59.61
Mezcla de las 1/50 3 4864600 3 228+717 92.60
fracciones
eluidas E8 y E9 1/100 2 378.3+x104 2 344£154 98.56
1/50 2 3761+500 18 809.5+500 79.16
Suero completo
1/100 22 699.5+700 21 051.5+719 92.74
1/50 5 970.5+600 4 536.5+724 75.98
Fraccion E1
1/100 5 692+300 2 995+100 52.62
Mezcla de las 1/50 | 10 611.8+1458 9 913.3+2047 93.42
fracciones
eluidas de la E2 1/100 11 877+700 11 419.5+700 96.15
DG020480 al E6
_ 1/50 7 233.8+419 5 637.3+923 77.93
Fracciéon E7
1/100 8 303.3+1000 5 043.5+1000 60.73
1/50 6 90621 6 684420 96.79
Fraccion E8
1/100 6 769+500 5 209.5+500 76.96
Mezcla de las 1/50 1 959.8+164 1 849.5+100 94.37
fracciones
1/100 1 120+100 882.5+100 78.79

eluidas E9 y E10

53



A 4 000+ &3 SinUrea9M
@@ ConUrea9M

(¥ ]
o
(=1
o
1

20004

1000+

Intensidad de fluorescencia (IF)

8 000+

Intensidad de fluorescencia (IF)

m@ @

& & & & & Sl
o N ) N 2 .
& $© % & A &
&® & &

Figura 9. Ensayo de avidez de muestras séricas humanas y de las diferentes mezclas de auto-
anticuerpos purificados a partir de cada uno de ellos. Las barras de color morado corresponden
a la IF de las muestras séricas y sus diferentes eluidos y/o mezcla de éstos que fueron tratados con
una solucién de urea 9 M, mientras que las barras de color azul corresponden a las mismas muestras
pero sin tratamiento con urea. El Panel A pertenece al suero AA280588 y sus eluidos mientras que
en el Panel B se reportan los resultados del suero AK120190. Todas las muestras se emplearon en
dos diluciones diferentes (1/50 y 1/00) y se trabajaron por duplicado.
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La Figura 10 corresponde a los valores de IF de los sueros SK111160 y
SB050793 derivados del tratamiento con la solucion de urea, asi como de las
diferentes preparaciones de auto-anticuerpos purificados de cada uno de ellos. Las
barras de color azul corresponden al analisis realizado en ausencia de urea mientras
gue las barras moradas representan las diferentes muestras tratadas con la solucion
de urea 9 M. Los resultados obtenidos después de analizar el suero original SK111160
y su mezcla de auto-anticuerpos (Panel A) evidencian que en todas las muestras los
niveles de IF se ven disminuidos cuando se emplea la solucién de urea como agente
caotropico; en el Panel B (suero SB050793) también se puede observar el efecto
causado por la urea ya que el nivel de IF se ve disminuido cuando las muestras se
enfrentan a la urea, sin embargo, en el caso de la mezcla de eluidos E8 y E9 los valores
de IF son practicamente iguales evidenciando la fuerza de avidez en estos

auto-anticuerpos.

En la Figura 11 se encuentran graficados los valores de IF obtenidos de los
sueros originales AF250578 y QA020378, asi como de las diferentes mezclas de
auto-anticuerpos purificados de cada uno de ellos después de su tratamiento con y sin
la solucion de urea. Al igual que los sueros anteriores se trabajaron dos diluciones
diferentes y a cada muestra se realizo el analisis por duplicado. En el Panel A (suero
AF250578) no existe una variacion notoria entre las dos diluciones de trabajo para
todas las muestras analizadas, pero si se puede observar la disminucion en los valores
de IF cuando se incubaron con urea, lo que evidencia la ruptura de los enlaces
formados entre la citocina y los auto-anticuerpos. En cuanto al suero original
QAO020378, sus fracciones de eluidos individuales y la mezcla de eluidos (del E2 al E4
y del E5 al E7) (Panel B), se puede apreciar el efecto causado por la urea en la muestra
sérica original asi como en los eluidos donde se emple6 un pH de 2.8, el rompimiento
del enlace formado entre los auto-anticuerpos y la citocina se ve reflejado en la
disminucion en los valores de IF; caso contrario ocurre cuando se utilizé un pH mas
acido (pH 2.0), correspondiendo a la mezcla de los eluidos E8 y E9 donde se observa
gue no existe una variacion notable entre los valores de IF con y sin tratamiento con la
solucion de urea 9 M, indicando un enlace mas fuerte entre el complejo

antigeno-anticuerpo.
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Figura 10. Ensayo de avidez de muestras séricas humanas y de las diferentes mezclas de
auto-anticuerpos purificados a partir de cada una de ellas. Las barras de color morado
corresponden a la IF de las muestras séricas y sus diferentes eluidos y/o mezcla de éstos que fueron
tratados con una solucién de urea 9 M, mientras que las barras de color azul corresponden a las
mismas muestras pero sin tratamiento con urea. El Panel A pertenece al suero SK111160 y sus
eluidos mientras que en el Panel B se muestran los resultados del suero SB050793. Todas las
muestras se emplearon en dos diluciones diferentes (1/50 y 1/00) y se trabajaron por duplicado.
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Figura 11. Ensayo de avidez de muestras séricas originales y de las diferentes mezclas de
auto-anticuerpos purificados a partir de cada uno de ellos. Las barras de color morado
corresponden a la IF de las muestras séricas y sus diferentes eluidos y/o mezcla de éstos que fueron
tratados con una solucién de urea 9 M, mientras que las barras de color azul corresponden a las
mismas muestras pero sin tratamiento con urea. El Panel A corresponde al suero AF250578 y sus
eluidos mientras que en el Panel B se grafican los resultados del suero QA020378. En ambos sueros
se emplearon dos diluciones diferentes (1/50 y 1/00) y se trabajaron por duplicado.
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La Figura 12 representa el andlisis realizado al suero original DG020480 y las
diferentes preparaciones de auto-anticuerpos obtenidos después de la purificacion de
éste, tanto al suero original como a las diferentes preparaciones se les realizé un
tratamiento con urea 9 M con el fin de evaluar la avidez que presentan los
auto-anticuerpos. Se puede observar que la muestra sérica original si presenta una
diferencia notoria en los valores de IF obtenidos entre las diluciones empleadas, la
dilucion 1/50, en comparacion con la dilucion 1/100, hace mas evidente el efecto
caotropico de la urea. También se puede apreciar que la mezcla de los eluidos E2 al
E6 asi como la mezcla de los eluidos E9 y E10 presentan niveles de IF muy similares
con el tratamiento con y sin urea haciendo evidente que los auto-anticuerpos presentes
estas mezclas tienen una fuerza de uniébn mayor, a la de los demas anticuerpos
presentes en el resto de las muestras séricas, pues la concentracion de urea no fue

capaz de romper los enlaces generados.

Finalmente, en la Figura 13 se grafican los indices de avidez de cada uno de
los sueros empleados en el presente trabajo, incluyendo las preparaciones de los
auto-anticuerpos purificados, en todos los casos, los valores de indice de avidez que
presentan las muestras de los sueros originales se encuentran por arriba del 75 %.
Las muestras séricas con mayores valores de indice de avidez son de las que también
se lograron purificar auto-anticuerpos en las fracciones obtenidas con el pH mas &cido
(pH 2.0), a diferencia de las muestras séricas con valores menores de indice de avidez
donde la purificaciéon de los auto-anticuerpos se logré solo en las primeras eluciones

con un pH menos &cido (pH 2.8).

Es importante resaltar que éstos auto-anticuerpos purificados en condiciones
mas acidas (pH 2.0), y que resultaron tener valores de indice de avidez mas altos,
indican una union mas fuerte entre los auto-anticuerpos con su molécula blanco y por
lo tanto, requirieron de condiciones mas drasticas para lograr la separacion entre los
enlaces existentes en la interaccion antigeno-anticuerpo. Sin embargo, se presentaron
algunas excepciones como fue el caso de los auto-anticuerpos presentes en los
primeros eluidos de los sueros AF250578 y DG020480 que resultaron tener valores de

indice de avidez del 95 % y 96.15 %, respectivamente.
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Figura 12. Ensayo de avidez de la muestra sérica DG020480 y de las diferentes mezclas de
auto-anticuerpos purificados a partir de ésta. Se grafican los niveles de IF del suero DG020480,
asi como las diferentes mezclas de los auto-anticuerpos purificados con y sin urea 9 M. Las barras
de color morado corresponden a loa valores de IF de las muestras séricas y sus diferentes eluidos
y/lo mezcla de éstos que fueron tratados con una solucion de urea 9 M, mientras que las barras de
color azul corresponden a las mismas muestras sin tratamiento con urea. En ambos casos se
emplearon dos diluciones diferentes (1/50 y 1/00) y se trabajaron por duplicado.

59



AA280588  AK120190  SK111160 5B050793 AF250578 QA020378 DG020480
100+ 1T 1T 10 1 | | [

Indice de avidez (%)

0' T
0 o‘:‘b o f-b o'\'b'\Q oq,h'\%

Figura 13. indice de avidez de sueros positivos a auto-anticuerpos contra GM-CSF y mezclas
de sus purificados. Se presentan los indices de avidez de cada uno de los sueros empleado en el
trabajo de investigacion asi como de los eluidos y/o mezclas de ellos obtenidos a partir de su

purificacion. Las mezclas se realizaron tomando en cuenta los valores obtenidos de cada eluido asi

como de las condiciones de elucién (pH); la dilucién considerada fue de 1/100.
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De manera general no se presentan diferencias notorias en el indice de avidez
obtenido con las dos diluciones empleadas, a excepcion de la mezcla de eluidos del
E2 al E5 del suero SB050793 que en la dilucion 1/100 presentan un indice de avidez
superior al 70 % mientras que en la dilucion 1/50 se encuentra por debajo del 50 %.
Se encontré una correlacion entre los valores de indice de avidez altos presentados
por las muestras séricas y los auto-anticuerpos purificados empleando el pH més acido
(del E8 al E10).

En forma general, se puede hacer mencion de que todos los valores de indice
de avidez de las muestras séricas originales son superiores a los obtenidos de las
mezclas de los auto-anticuerpos purificados, sobre todo de los auto-anticuerpos
eluidos en las primeras fracciones, donde se utilizé un pH menos acido (pH 2.8);
interpretando estos resultados se podria especular que al determinar los indices de
avidez usando auto-anticuerpos purificados se obtienen valores mas confiables,
debido a que la accién de la urea interfiere en forma directa sobre los enlaces de los
auto-anticuerpos especificos para el GM-CSF, mientras que cuando se usa el suero
original la accion de la urea sobre los enlaces del complejo antigeno-anticuerpo podria
verse interferida por la presencia de altas concentraciones de otras proteinas séricas,
las cuales estarian protegiendo los enlaces de unién entre el auto-anticuerpo y la

citocina.
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7. DISCUSION

La inmunodeficiencia y los procesos autoinmunes parecen ser dos lados
opuestos en el espectro de la respuesta inmune, pero en realidad, estas dos
condiciones estan frecuentemente relacionadas ya que presentan un caracter
bidireccional, pues una enfermedad autoinmune puede ser causa de una
inmunodeficiencia y viceversa. En los ultimos afios se ha logrado establecer una
relacibn mas precisa entre las inmunodeficiencias secundarias (adquiridas) causadas
por la presencia de altos niveles de auto-anticuerpos con capacidad neutralizante que
estan dirigidos contra citocinas y que podrian ser la causa de una amplia variedad de
enfermedades (Lahera, 2010;Maddur,2010).

Hoy en dia, los anticuerpos anti-citocinas ya se consideran como un importante
factor que incrementa la susceptibilidad de los individuos a infecciones causadas una
gran variedad de microorganismos (patdégenos y no patdgenos). En los ultimos afios
se han publicado reportes sobre la actividad neutralizante que presentan estos
auto-anticuerpos contra GM-CSF; en 2007 se demostro0 que las funciones
antimicrobianas de los neutréfilos estan alteradas en pacientes con PAP debido a la
presencia de auto-anticuerpos contra GM-CSF, ya que éstos no permiten la
estimulacién del GM-CSF sobre los neutrofilos para la producciéon de la molécula
CD11b (molécula de adhesion) durante el reclutamiento de estas células. En 2013,
Rosen y colaboradores reportaron la posible relacién entre pacientes que presentaban
meningitis criptococica y altos titulos de auto-anticuerpos contra GM-CSF, después de
evaluar la fraccion IgG de plasma de siete pacientes observaron que estos
auto-anticuerpos tenian la capacidad de inhibir la fosforilacion del factor de
transcripcion STAT-5 inducida por GM-CSF, ademas de bloquear la expresion de la
proteina MIP-1a; por lo tanto, los autores confirmaron que estos auto-anticuerpos eran
biolégicamente activos y causantes de una susceptibilidad a una criptococosis
(Uchida, 2007; Rosen, 2013).

En el presente trabajo de tesis las muestras séricas humanas corresponden a
pacientes que sufrian de severas y recurrentes infecciones causadas por virus,
bacterias u hongos, los pacientes presentaban ademas procesos autoinmunes tales

como proteinosis alveolar pulmonar; todos los sueros resultaron ser positivos a la
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presencia de auto-anticuerpos contra GM-CSF, lo cual concuerda con los reportes
mencionados en el parrafo anterior, donde pacientes con altos niveles de
auto-anticuerpos anti-GM-CSF con capacidad neutralizante hacia la actividad biolégica
de esta citocina presentan un alta susceptibilidad a agentes infecciosos, donde la

situacion del paciente se puede ver complicada con el desarrollo de PAP.

Para lograr la purificacién de auto-anticuerpos especificos contra GM-CSF es
importante considerar las propiedades biologicas y quimicas que presentan dichas
moléculas, y poder emplearlas a nuestro favor con el fin de conseguir una purificacién
eficiente. Como método de purificacion se emple6 la cromatografia de afinidad por
columna ya que esté técnica aprovecha la caracteristica de los anticuerpos para formar
enlaces con sus antigenos, los cuales presentan caracteristicas especiales, siendo
enlaces no covalentes, especificos, reversibles y sensibles a condiciones como el pH
y la temperatura. Asi mismo, la columna fue acoplada mediante enlaces covalentes
con la citocina recombinante GM-CSF, una vez que la muestra pasa a través de la
matriz, los anticuerpos especificos contra el GM-CSF forman los enlaces que permiten
su retencion en la columna de agarosa, mientras que todos aquellos componentes del
suero o plasma como lo son proteinas abundantes, tales como albumina y globulinas,
productos de desecho, aminoacidos, hormonas, enzimas, entre otros, son eliminados

durante el proceso de lavado (Hage, 1999; Hage, 2012).

Una de las caracteristicas mas importantes de los anticuerpos es la formaciéon
de enlaces especificos con su molécula blanco, por lo que la técnica de cromatografia
nos permitié también asegurar la especificidad de los auto-anticuerpos contra GM-CSF
purificados, ya que cada muestra de suero fue evaluada simultaneamente en una
columna acoplada con BSA, como se puede observar en cada uno de los resultados
obtenidos no se formaron uniones inespecificas durante el proceso de purificacion

entre los auto-anticuerpos anti-GM-CSF y la BSA acoplada a la columna.

Una vez que se eliminaron todos los componentes del suero fue necesario
romper los enlaces que mantienen retenidos los auto-anticuerpos con la citocina
acoplada a la matriz de la columna, esto se logré con el uso de la solucion
amortiguadora de elucién con un pH acido (primero de 2.8 y luego de 2.0), el cual

facilitd que los enlaces no covalentes que se formaron entre los auto-anticuerpos y la
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citocina recombinante durante la incubaciéon de las muestras se disociaran,
permitiendo la liberacion de los auto-anticuerpos. Se ha reportado el efecto que
presenta el pH en la interaccion antigeno-anticuerpo, el pH &cido debilita las
interacciones electroestéticas, o puentes de hidrogeno; por lo que en algunos de los
suero como fue el caso de las muestras AK120190, AF250578 y QA020378, se logra
apreciar un incremento en los valores de IF cuando las condiciones de elucién se
vieron modificadas al pH mas &cido (pH 2.0), debido a la liberacion de los
auto-anticuerpos que presentaban una interaccion mas fuerte con la citocina y que por

lo tanto se mantenian retenidos en la columna (Reverberi, 2007).

El kit empleado para la purificacion utiliza como matriz agarosa, la cual ya se ha
demostrado ser un material adecuado para los procesos de purificacion ya que es un
compuesto muy estable y por lo tanto, no siendo afectada cuando se ve expuesta a
cambios de pH &cidos para la elucion, ademéas de que no se altera bajo condiciones
de trabajo tales como temperatura, fuerza idnica y la presencia de agentes
desnaturalizantes y caotropicos lo que permite su reutilizacion bajo condiciones de

mantenimiento adecuadas (Moser, 2010).

Los efectos de los auto-anticuerpos depende de muchos factores, incluidas las
caracteristicas inmunolégica de los auto-anticuerpos, como la avidez, la especificidad
del epitopo, la subclase y el idiotipo. Se ha reportado que los auto-anticuerpos,
generalmente del isotipo IgG, tiene una alta afinidad por sus auto-antigenos ademas
de una especificidad restringida, por otro lado, se ha observado que pacientes con
enfermedades crénicas autoinmunes pueden producir también auto-anticuerpos de
baja afinidad incluso en la etapa tardia de la enfermedad. Los auto-anticuerpos con
afinidad muy alta pueden formar complejos antigeno-anticuerpo con potencial 6ptimo
de dafio tisular mientras que los auto-anticuerpos de baja afinidad, quizas con poco o

ningun efecto perjudicial, permanecen detectables en la circulacion (Bozi¢, 2014).

Por lo mencionado en el parrafo anterior resultdo de interés en el presente
estudio poder determinar la fuerza de unibn que son capaces de generar los
auto-anticuerpos contra GM-CSF purificados, esto se logro realizando el ensayo para
determinar los valores de indice de avidez que presentan estos auto-anticuerpos con

el uso de urea 9 M como agente caotropico; estudios publicados indican que la urea
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en concentraciones altas tiene la capacidad desestabilizar los puentes de hidrégeno,
asi como las fuerzas de Van der Waals (Bennion, 2003). Independientemente del tipo
de muestra analizada (suero original o preparacion de auto-anticuerpos purificados)
los valores de IF se vieron disminuidos debido al tratamiento con urea, lo cual permite
asegurar que las uniones formadas entre los auto-anticuerpos contra GM-CSF vy la

citocina se vieron disociadas por la presencia de este agente desestabilizante.

Asi mismo, los resultados obtenidos permiten afirmar que los auto-anticuerpos
gue requirieron de condiciones mas drasticas (pH 2.0) para su elucién durante el
proceso de purificacién, presentan una fuerza de interaccidn mayor con la citocina
GM-CSF, donde la mayoria arroj6 valores de indice de avidez entre 85 % y 99 %, en
comparacion con los auto-anticuerpos eluidos a un pH menos acido (pH 2.8), los
cuales presentaron valores entre 37 % y 78 %. Por otro lado, el comportamiento
observado dependiendo del tipo de muestra permite sugerir que la determinacién de
los indices de avidez, empleando auto-anticuerpos purificados, da una vision mas clara
de la fuerza de unién que son capaces de generar éstos debido a que la accién de la
urea sobre los enlaces del complejo antigeno-anticuerpo no se ve interferida por la

presencia del resto de los componentes que constituyen al suero.

Finalmente, es importante mencionar que se decidi6 emplear la técnica de
arreglo de microesferas en suspensién Luminex para realizar la deteccién de la
presencia de auto-anticuerpos contra GM-CSF, tanto en las muestras séricas como en
las diferentes fracciones del proceso de purificacion, asi como para la evaluacion del
ensayo de avidez debido a las diferentes ventajas que presenta la técnica de Luminex
frente a otras técnicas seroldgicas. En 2011, Stenger y sus colaboradores compararon
los requerimientos para la realizacion del ensayo ELISA y la técnica de Luminex,
mencionando que la ELISA requiere de mas tiempo para su realizacion (al menos
2 dias), empleando también cantidades sustanciales de antigeno para el
recubrimiento, y que la evaluacién de cada antigeno es en forma individual (requiriendo
mayor nimero de pozos) y por lo tanto, el uso de volimenes mas grandes de reactivos;
mientras que la técnica de Luminex requiere de cantidades muy pequefias de las
proteinas que se deseen analizar y acoplar a las diferentes microesferas, reduciendo
asi la utilizacion de grandes voliumenes de reactivos y de cada una de las muestras;

ademds, una vez que se tienen acoplados los sistemas de proteina-microesfera, la
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técnica permite hacer una evaluacion simultdnea de un gran numero de analitos en el
mismo pozo, lo que facilita obtener una amplia variedad de resultados a partir de una
sola muestra (Stenger, 2011).
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8. CONCLUSIONES

El ensayo de arreglo de microesferas en suspension maltiple (Luminex) permitié
determinar la presencia de auto-anticuerpos contra GM-CSF presentes en
muestras séricas humanas e identificar las fracciones eluidas que contenian

auto-anticuerpos purificados especificos contra GM-CSF-.

Se logré llevar a cabo la purificacibn de auto-anticuerpos contra GM-CSF
presentes en muestras séricas humanas provenientes de pacientes que
presentaban enfermedades infecciosas recurrentes y/o problemas

autoinmunes, mediante la técnica de cromatografia de afinidad por columna.

El agente caotrépico Urea (9 M) permitié determinar los valores de los indices
de avidez de los auto-anticuerpos anti-GM-CSF mediante la técnica de arreglo

de microesferas en suspension mualtiple (Luminex).

La determinacion de los valores de indice de avidez es mas confiable
empleando auto-anticuerpos purificados que la muestra sérica, debido a que la
accion de la urea no esta interferida por la presencia de altas concentraciones

de otras proteinas del suero.

Los auto-anticuerpos contra GM-CSF eluidos en las condiciones mas acidas
(pH 2.0) generan enlaces mas fuertes con la citocina rhGM-CSF y por lo tanto,

presentan un valor de indice de avidez mas alto.
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