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RESUMEN

La presencia de autoanticuerpos contra citocinas ha sido cada vez mas reconocida como
una causa de inmunodeficiencias secundarias en humanos, ya que al neutralizar la funcion
de la citocina blanco pueden estar implicados en el desarrollo de diversas enfermedades.
Dentro del area veterinaria existen pocos reportes de la presencia de autoanticuerpos anti-
citocinas relacionadas con enfermedades infecciosas o autoinmunes, sin embargo, se
podria especular que la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas ejerce un efecto sobre
la funcion bioldgica de sus moléculas dianas en la especie felina.

Objetivo: Detectar la presencia de autoanticuerpos contra citocinas en muestras séricas
de felinos y humanos con diversas enfermedades infecciosas, autoinmunes o ambas, para
analizar su capacidad neutralizante in vitro sobre la actividad biolégica de estos
componentes del sistema inmunitario.

Metodologia: Se analizaron un total de 561 muestras seéricas, de las cuales 420
correspondian a humanos y 141 a felinos, con diversos padecimientos e individuos
clinicamente sanos. Para la deteccion de los autoanticuerpos anti-citocinas, se acoplaron
covalentemente citocinas recombinantes humanas a microesferas. Mediante la técnica de
cromatografia de afinidad en columna se purificaron autoanticuerpos contra IFNy. Asi
mismo, utilizando ensayos in vitro de cultivos celulares se determind la capacidad
neutralizante de los autoanticuerpos contra IL-6, IFNy e IL-12 sobre sus cascadas de
sefalizacion. Finalmente, a partir de microarreglos de péptidos se identificaron y analizaron
los posibles epitopos reconocidos por los autoanticuerpos anti-IL-6 y anti-IFNy.

Resultados: Se detecto la presencia de los autoanticuerpos en el 41% de las muestras
séricas pertenecientes a pacientes humanos y en el 39% de los pacientes felinos. Se
encontraron distintos patrones de reconocimiento de los autoanticuerpos anti-citocina
asociados a las diversas enfermedades; en humanos con problemas autoinmunes se
detectaron autoanticuerpos contra IL-10, IL-6 y BAFF, con enfermedades infecciosas
encontraron autoanticuerpos contra IL-28B, IFNa, IFNw®, IFNy o IL-6, mientras que el
desarrollo de la proteinosis alveolar pulmonar se relacioné con la presencia de
autoanticuerpos contra GM-CSF. Con respecto a la determinacion de la capacidad
neutralizante de los autoanticuerpos anti-IL-6, se detecté un efecto de exacerbacion de la
fosforilacion de STAT-3 en pacientes con enfermedades autoinmunes y un efecto de
inhibicion en aquellos con enfermedades infecciosas, los autoanticuerpos anti-IFNy
presentaron un efecto neutralizante sobre la fosforilacion de STAT-1. En felinos, los
autoanticuerpos anti-IL-12 presentaron una inhibicion de la sefalizacion por STAT-4.
Aunado a esto, se identificaron los epitopos principales reconocidos por los autoanticuerpos
anti-IL-6 y anti-IFNy, cuyas secuencias presentaron una alta homologia con secuencias
proteicas de Staphylococcus y Mycobacterium, respectivamente.

Conclusiones: En humanos la presencia de autoanticuerpos contra citocinas en ciertos
padecimientos sugiere que, dependiendo del cuadro clinico del paciente, la funcion de los
autoanticuerpos anti-citocinas podria inhibir o exacerbar la actividad de la citocina; lo cual
sugiere que la utilizacion del ensayo de deteccion de autoanticuerpos anti-citocinas podria
ser una herramienta potencial para el diagndstico de enfermedades infecciosas o
autoinmunes particulares. Finalmente, la alta homologia entre las secuencias de los
epitopes identificados y las secuencias proteicas de microorganismos sugiere al mimetismo
molecular como el posible mecanismo del desarrollo de estos autoanticuerpos.
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ABSTRACT

The presence of autoantibodies against cytokines has been increasingly recognized as a
cause of secondary immunodeficiencies in humans since they may be involved in the
development of various diseases by neutralizing the function of the target cytokine. Within
the veterinary area there are few reports of the presence of anti-cytokine autoantibodies
related to infectious or autoimmune diseases, and it is possible to speculate that anti-
cytokine autoantibodies may be exerting an effect on the biological function of their target
molecules in the feline species.

Objective: Detect the presence of autoantibodies against cytokines in serum samples from
cats and humans with various infectious or autoimmune diseases, to analyze their in vitro
neutralizing capacity on the biological activity of these components of the immune system.

Methodology: A total of 561 serum samples were analyzed, of which 420 corresponded to
humans and 141 to felines, among patients with various groups of conditions and clinically
healthy individuals. For detection of anti-cytokine autoantibodies, recombinant human
cytokines were covalently coupled to microspheres. Autoantibodies against IFNy were
purified using the column affinity chromatography technique. Likewise, using in vitro assays
with cell cultures, the neutralizing capacity of autoantibodies against IL-6, IFNy and IL-12 on
their signaling cascades was determined. Finally, from peptide microarrays, possible
epitopes recognized by anti-IL-6 and anti-IFNy autoantibodies were identified and analyzed.

Results: The presence of autoantibodies was detected in 41% of the serum samples
belonging to human patients and in 39% of feline patients. Different recognition patterns of
anti-cytokine autoantibodies associated with various diseases were detected, finding in
humans with autoimmune problems autoantibodies against IL-10, IL-6 and BAFF, with
infectious diseases autoantibodies against IL-28B, IFNa, IFN®, IFNy or IL-6 were found and
autoantibodies against GM-CSF were related with the development of proteinosis
pulmonary alveolar. Regarding the determination of the neutralizing capacity of anti-IL-6
autoantibodies, it reflected an exacerbation effect of STAT-3 phosphorylation in patients with
autoimmune diseases and an inhibition effect in those with infectious diseases, anti-IFNy
autoantibodies showed a neutralizing effect on STAT-1 phosphorylation. In cats, anti-IL-12
autoantibodies presented an inhibition effect of STAT-4 signaling. The main epitopes
recognized by anti-IL-6 and anti-IFNy autoantibodies were identified, whose sequences
showed high homology with protein sequences from Staphylococcus and Mycobacterium,
respectively.

Conclusions: In humans the presence of autoantibodies against cytokines with certain
conditions suggests that, depending on the clinical picture of the patient, the anti-cytokine
autoantibodies could inhibit or exacerbate the activity of the cytokine; likewise, it suggests
that the anti-cytokine autoantibody detection assay may be used as a tool for the diagnosis
of specific infectious or autoimmune diseases. Finally, the high homology between the
seqguences of the identified epitopes and protein sequences of microorganisms suggests a
mechanism of molecular mimicry as a possible cause of the development of these
autoantibodies.

XV



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Las enfermedades infecciosas pueden ser consideradas como eventos normales en
la vida de cualquier organismo, en la mayoria de los casos, son eventos transitorios y
autolimitados, lo cual no sugiere una anormalidad o deficiencia significativa en la
defensa inmune del huésped. Sin embargo, si el paciente experimenta infecciones
recurrentes, crénicas o inusuales en comparacion con los controles de la enfermedad,
entonces un deterioro subyacente de la defensa inmune debe ser considerada

(Barcenas-Morales, 2019).

En el curso normal de una infeccién, el agente infeccioso provoca una respuesta
inmune innata que presenta signos y sintomas, seguida de una respuesta adaptativa
inmune que elimina la infeccion y establece un estado de inmunidad protectora. Esto
no siempre sucede en el caso de pacientes con inmunodeficiencias, este término
engloba todo un conjunto de situaciones causadas por alteraciones cualitativas y
cuantitativas de uno o mas componentes especificos o0 inespecificos del sistema
inmunitario. Atendiendo a su causa las inmunodeficiencias, pueden clasificarse en dos
grandes grupos: inmunodeficiencias primarias o congénitas, cuyo origen es un defecto
genético intrinseco del sistema inmunitario, y secundarias o adquiridas, las cuales
aparecen como consecuencia a una gran variedad de condiciones patolégicas como

neoplasias, infecciones, malnutricién, entre otras (Lahera, 2010).

Un ejemplo de inmunodeficiencia primaria es la que se reporta en pacientes con
mutaciones en genes que codifican para proteinas de la via del interferon-gamma
(IFNy) dependiente de interleucina 12 (IL-12), incluyendo mutaciones en los receptores
alfa y beta para IFNy, y en el receptor betal para la IL-12; estos trabajos y otros
estudios indican que ésta via mediada por la IL-12 es importante para el control de M.
tuberculosis y otros patdgenos intracelulares (Altare, 1998; Picard, 2002; Caragol
2003).



Por otra parte, las inmunodeficiencias secundarias son aquellas que se desarrollan
en individuos que inicialmente no presentan algun defecto genético, pero que
posteriormente se ven afectados inmunolégicamente, estas pueden ser el resultado
de diversos factores externos (infecciones, cirugias, traumas, desnutricién, drogas,
entre otros), asi como de cierto numero de enfermedades humanas como el sindrome

nefrético y la enteropatia de la perdida de proteina (Gupta, 2001).

En afos recientes se ha reportado la presencia de autoanticuerpos contra citocinas
en muestras séricas de humanos, como una posible causa de inmunodeficiencias
secundarias, ya que dichos autoanticuerpos pueden neutralizar las citocinas e
interrumpir la funcién inmune afectando las actividades celulares y por lo tanto la
eliminaciéon de los patdgenos, donde finalmente predispone al hospedador a
enfermedades infecciosas (Browne, 2014; Chruewkamlow, 2016; Knight, 2016;
Barcenas-Morales, 2019).

En general, existe una correlacion entre la presencia de autoanticuerpos
neutralizantes hacia IFNy y la susceptibilidad a infecciones micobacterianas que ha
sido reportada en diversos estudios, en donde se muestran pacientes humanos con
una deficiencia adquirida en la inmunidad mediada por esta citocina. Asi mismo,
autoanticuerpos contra IL-6 han sido detectados en un paciente con abscesos
subcutaneos y celulitis estafilococal recurrente y se ha observado también que los
anticuerpos neutralizantes hacia citocinas Th17 predisponen a infecciones fangicas
(Madariaga et al., 1998; Doffinger et al., 2004; Hoflich et al., 2004; Kampmann et al.,
2005; Patel et al., 2005; Dubin & Kolls, 2008; Puel et al., 2008; Baerlecken et al., 2009;
Lin et al., 2009; Kisand et al., 2010; Puel et al., 2010).

En pacientes con poliendocrinopatia autoinmune tipo 1 (APECED, del inglés
autoimmune poly-endocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy) causada por
mutaciones en el regulador autoinmune (AIRE, del inglés autoimmune regulator),
también se demostr6 que las inmunoglobulinas del isotipo G presentes en estos
pacientes son las responsables de la actividad neutralizante contra IFNw, IFNa2a, IL-

17A e IL-22; asi mismo, se establecié una relacion entre los autoanticuerpos contra IL-



17 y la infeccidn crénica con Candida en mucosas, ambas condiciones presentadas
por pacientes con APECED (Karner et al., 2013; Kisand et al., 2011).

Por otra parte, es importante agregar que dentro del area veterinaria solo existe un
reporte de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas relacionadas con
enfermedades infecciosas en caninos (Autran et al., 2019), en donde se describen
valores significativos de autoanticuerpos anti-citocinas en muestras séricas de caninos
con varios padecimientos relacionados a la respuesta inmune que incluyen
enfermedades infecciosas, autoinmunes y cancer en comparacion a los individuos
clinicamente sanos. Sin embargo, el concepto de “una medicina”, se ha vuelto popular
en afos recientes a causa de la observacion de que muchas enfermedades que
ocurren en pacientes humanos también se presentan en otras especies,
especificamente en animales domésticos; aunque este concepto se refiere
principalmente a enfermedades infecciosas, alergias y trastornos del desarrollo, las
autoinmunidades ocupan un lugar importante entre las patologias que son similares

entre humanos y animales (Gershwin, 2007; Gyles, 2016).

Las enfermedades autoinmunes mas frecuentes en razas de felinos son pénfigo,
poliartritis inmunomediada, lupus eritematoso sistémico (LES), trombocitopenia,
anemia hemolitica inmunomediada, enfermedad inflamatoria intestinal y miastenia
gravis autoinmune, sin embargo, actualmente no se cuenta con estudios que
relacionen la presencia de autoanticuerpos contra citocinas y la susceptibilidad a

infecciones en felinos (Werner et al., 1984; Olivry, 2018; Bizikova et al., 2019).

Méas recientemente, se ha reportado la presencia de autoanticuerpos contra
interferones (IFNs) tipo | en pacientes que presentan un estado critico de la
enfermedad COVID-19, estableciendo una relacion entre la presencia de
autoanticuerpos neutralizantes contra IFNs tipo | y la complicacion de COVID-19
Bastard, Lévy, et al., 2021; Bastard, Orlova, et al., 2021).



1.2. Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas y péptidos no estructurales, de bajo peso
molecular, normalmente entre 15-30 KDa, constituidas por 120-180 amino&cidos que
forman la red de comunicacion intercelular de todos los sistemas celulares del cuerpo,
incluyendo el sistema inmune; aunque en general son producidas por leucocitos,
algunas citocinas pueden también ser secretadas por otros tipos celulares (Monastero,
2017).

Las citocinas actian como mediadores y moduladores dentro de ambientes
altamente localizables y regulan las respuestas inmunoldgicas, el desarrollo
hematopoyético y la comunicacion célula-célula, asi como orquestan respuestas a
agentes infecciosos y estimulos inflamatorios. Son moléculas de sefializacion similares
a las hormonas y a los neurotransmisores que permiten la comunicacién celular,
afectando el comportamiento de otras células por medio de receptores especificos
para cada una de las citocinas presentes en la superficie celular (Stenken, 2015;
Bellanti, 2016). Sin embargo, se diferencian de las hormonas en varios aspectos, por
ejemplo, las citocinas presentan pleiomorfismo, es decir una determinada citocina
puede afectar multiples tipos celulares, de igual manera, presentan un alto grado de
redundancia y sinergismo, ya que diferentes citocinas pueden ejercer una misma
funcién y los efectos que presentan combinadas son mayores que la suma de sus
efectos individuales. Los efectos fisiologicos de las citocinas frecuentemente
dependen de las concentraciones relativas de las mismas. Asi mismo, en algunos
casos, las citocinas muestran antagonismo, es decir, los efectos de una citocina
inhiben o neutralizan las acciones de otras citocinas (Denkers, 2003; Zhang, 2007,
Kindt, Golsby, & Osborne, 2014, Stenken, 2015).

A diferencia de las hormonas, que suelen actuar a larga distancia en forma
endocrina, casi todas las citocinas lo hacen en una distancia corta de manera autocrina
0 paracrina, y una minoria tiene un efecto endocrino; es decir, una citocina dada puede
unirse a los receptores en la membrana de la misma célula que la secreta y ejercer
una accion autocrina, adherirse a los receptores en una célula blanco cercana a la

célula productora y llevar a cabo un efecto paracrino, en unos cuantos casos, se une
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a las células blanco en partes distantes del cuerpo y tiene una accion endocrina (Zhang,
2007; Dinarello, 2007; Turner, 2014).

Las citocinas juegan un papel muy importante en el proceso de montaje de
respuestas anti-microbianas, éstas orquestan la respuesta inmune innata induciendo
inflamacion local protectora y respuestas sistémicas de fase aguda; también las
citocinas son importantes en el inicio, la amplificacion, direccidbn, mediacion y
regulacion de la respuesta inmune adaptativa; por ejemplo, las células T virgenes, una
vez activadas en respuesta a un antigeno, proliferan y se diferencian a células
efectoras gracias a tres sefales moleculares diferentes: 1) activacion antigeno-
especifica del receptor de la célula T, 2) presencia de moléculas co-estimulatorias tales
como CD40-CD40L y 3) citocinas que inducen la diferenciacion a diversas
subpoblaciones de células T CD8+ y CD4+ (Thl, Th2, Thl7 y células T reguladoras).
Las células Thl son generadas en respuesta a patdégenos intracelulares como
Mycobacterium; éstas son células productoras de IFNy especializadas en la activacion
de macrofagos infectados. Después de la estimulacién, las células Thl expresan en
su superficie CD40L que se une a CD40 presente en los macrofagos, disparando con
ello la activacion de estos ultimos. En respuesta a IFNy y a las moléculas co-
estimulatorias, los macréfagos sobre-expresan IL-12 y otras citocinas, como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa). Las citocinas proinflamatorias (IL-1a, IL-12 y TNFa,
entre otras) y quimiocinas (IL-8, MIP-3a, MCP-13, RANTES, entre otras) son
producidas para favorecer la presencia y atraer a otras células inmunocompetentes al
sitio de la infeccion, respectivamente. Sin embargo, muchas tienen funciones
homeostéaticas en hematopoyesis, el inicio de la respuesta inmune adaptativa y la
vigilancia inmune (Bliss et al., 1999; Denkers, 2003; Turner, Nedjai, Hurst, &
Pennington, 2014; Holdsworth, 2015).

Actualmente no es posible clasificar a las citocinas a partir de la célula que la
originan o por su funcion bioldgica, sin embargo, se pueden agrupar en interleucinas
(ILs), factores de necrosis tumoral (TNF), interferones (IFN) y quimiocinas (citocinas
guimioatrayentes); éstas ultimas tienen un papel importante en la reaccién inflamatoria,

funcionando como quimioatrayentes para leucocitos, reclutando monocitos, neutrofilos



y otras células efectoras de la sangre a los sitios de infeccion (Thapa, Welner, Pelayo,
& Carr, 2008; Barros de Oliveira, 2011; Zlotnik & Yoshie, 2012). Por otra parte, las
quimiocinas controlan la migracion direccional de poblaciones especificas de células
inflamatorias mediante la unidon a sus receptores, activando la maquinaria celular
requerida para el movimiento y se pueden unir a glucosaminoglicanos facilitando la
organizacion de quimiocinas en gradientes haptotacticos que dirigen el movimiento

celular (Koopmann, Ediriwickrema, & Krangel, 1999; Rossi & Zlotnik, 2000).

Las citocinas se unen a receptores especificos en la membrana de las células
blanco e inician vias de transduccion de sefales que al final alteran la expresion génica
en las células blanco, la respuesta de esta célula a una citocina particular depende de
la presencia de receptores de membrana especificos. La mayoria de los receptores de
union a citocina pertenecen a la familia de receptores de citocina clase I, los miembros
de esta familia tienen motivos de secuencias de aminoacidos conservadas en el
dominio extracelular, asi como en el dominio intracelular lo que permite la transduccion
de sefales, mientras que las quimiocinas ejercen sus funciones quimiotacticas
uniéndose a sus receptores, los cuales son proteinas de siete dominios
transmembranales acoplados a la proteina heterodimérica G (GPCR’s del inglés G
protein—coupled receptors) (Esquema 1) (Kindt et al., 2014; Scholten et al., 2012).



[ QUImiOCInaS ]

Tipos de
Receptor

IL-1RAL-1AcP CXCR1 or CXCR2

Esquema 1. Citocinas y sus receptores. Las citocinas sefalizan via receptores
transmembranales tipo 1, formados por dominios extracelulares para la union al ligando y
dominios intracelulares que permiten la transduccion de sefales, mientras que la sefializacion
de las quimiocinas ocurre via la activacion de receptores de siete dominios transmembranales
acoplados a la proteina heterodimérica G (Tomado de Turner, et al., 2014).



1.3. Transductor de sefial y activador de transcripcion

Las citocinas ejercen sus efectos biolégicos uniéndose a receptores especificos
expresados en la membrana de muchos tipos de células, lo que las hace un blanco a
la accion de las citocinas. Cada receptor, percibe estimulos y comienza a transferir
sefales al nucleo para provocar respuestas vitales, el resultado de este proceso es el
desarrollo y control de la respuesta inmunitaria al estimular o inhibir la activacion, la
proliferacion y diferenciacion de diversas células; asi como, controlar la secrecion de

anticuerpos u otras citocinas y citotoxinas (Kindt et al., 2014; Seif et al., 2017).

Una de las rutas efectoras mas importante es la sefializacion a través de la cinasa
janus (JAK del inglés janus kinasas) y el transductor de sefiales y activador de la
transcripcion (STAT, del inglés signal transducers and activators of transcription), estas
rutas son activadas por ligandos de citocinas estimulando la liberacién de otras
citocinas y desempefian un papel importante en la transferencia de sefiales via
receptores de la membrana celular al ntcleo (Monastero, 2017). Cuando una citocina
Se une a su receptor en esta ruta, el receptor se dimeriza y las JAK son activadas, las
cuales son tipos de tirosincinasas que se unen a las regiones citoplasmaticas de los
receptores de citocinas tipo | y Il. La activacién de los receptores asociados con los
JAK es fundamental para iniciar la transfosforilacién de JAK y el posterior reclutamiento
de uno o mas STAT para ser fosforilados. Eventualmente, los STAT dimerizados
ingresan al nlcleo y regulan la transcripcién de multiples genes diana (Esquema 2)
(Niemand et al., 2003; Monastero 2017).

La via JAK-STAT es esencial para una amplia gama de citoquinas y factores de
crecimiento, lo que lleva a eventos celulares criticos, como la hematopoyesis, la
lactancia y el desarrollo del sistema inmunitario; asi mismo, estas citocinas son
esenciales para iniciar y desarrollar respuestas inmunes innatas y adaptativas (Seif et
al., 2017).



cytokine
receptor

SRR,

Esquema 2. Modelo general de transduccion de sefiales mediada por la mayor parte
de los receptores de citocina clases | y Il. La union de una citocina induce dimerizacion de
las subunidades del receptor, lo que causa la activacion de tirosincinasas JAK relacionadas
con receptor a través de fosforilacion reciproca. Después, las JAK activadas fosforilan varios
residuos tirosina, lo que tiene como resultado la creacion de sitios de acoplamiento para STAT
en el receptor y la activacion de uno o mas factores de transcripcion STAT. Los STAT
fosforilados se dimerizan y transponen al nicleo, en donde activan la transcripcion de genes
especificos. (Tomado de O’shea, 2015)



1.4. Autoanticuerpos contra citocinas y susceptibilidad a infecciones en

humanos

La autoinmunidad se refiere a una respuesta inmune inapropiada contra
componentes propios del hospedero que resulta en condiciones patoldgicas. Las
enfermedades autoinmunes se caracterizan por una activacion de las células T y B
auto-reactivas, y pueden ser asociadas con la produccion de autoanticuerpos contra
moléculas propias, terminando en la inflamacién y el dafio del tejido (Kivity, 2009;
Invernizzi, 2009; Hewagama, 2009).

Los autoanticuerpos anti-citocinas son cada vez mas reconocidos como
contribuidores potenciales en la adquisicion de las inmunodeficiencias. Aunque adn no
se ha establecido su participacidon definitiva en todos los casos, estos autoaticuerpos
generalmente IgG policlonales pueden mediar diversas infecciones y manifestaciones
inmunolégicas dependiendo de su citocina blanco pudiendo afectar las funciones de
células del sistema inmunitario, predisponiendo a una amplia variedad de posibles
enfermedades y causando una susceptibilidad al huésped a enfermedades infecciosas
gue amenazan la vida del individuo (Dinarello, 2003; Winthrop, 2009; Ercolini, 2009;
Maddur, 2010; Cappellano, 2012; Browne, 2014; Knight, 2016).

En general, una correlaciéon entre la presencia de autoanticuerpos neutralizantes
hacia IFNy y una susceptibilidad a infecciones micobacterianas ha sido reportada en
diversos estudios, en donde se muestran pacientes humanos con una deficiencia
adquirida en lainmunidad mediada por esta citocina. En 2004, Doffinger et al.describen
una infeccion diseminada causada por M. tuberculosis y M. cheloneae, en un paciente
con diabetes autoinmune (tipo 1) e hipotiroidismo primario, el cual fallecié a causa de
la infeccién. El suero de dicho paciente presentd un alto titulo de IgG anti-IFNy capaz
de bloquear in vitro la respuesta de las células mononucleares de sangre periférica

(PBMC) de donadores normales hacia esa citocina (Doffinger et al., 2004).

Al mismo tiempo, Hoflich y su grupo reportaron el caso de un paciente adulto que
en un inicio presentd infecciones graves con Burkholderia cocovenenans vy

subsecuentemente con Mycobacterium cheloneae. Mas tarde, el paciente fallecié
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debido a una severa sepsis. Los autores encontraron una fuerte actividad anti IFNy
inhibitoria en el plasma del paciente e identificaron un autoanticuerpo hacia IFNy con

alta afinidad neutralizante (Hoflich, et al., 2004).

En el afio 2005 Kampmann et al. reportan a tres pacientes con altos titulos de
anticuerpos que especificamente se unen a IFNy e inhiben la capacidad de activar la
funcién del macrofago; los autores describen un mecanismo nuevo basado en el
sindrome clinico de infeccion micobacteriana progresiva de pacientes quienes no
tienen desordenes inmunolégicos reconocidos previamente. Asi mismo, mencionan
que los anticuerpos anti-IFNy pueden ser funcionales ya que pueden bloquear la
produccion de TNFa en respuesta a una endotoxina o la expresion de genes inducida
via IFNy, también pueden inhibir la expresion de HLA-Il en PBMC (Kampmann et al.,
2005).

Ese mismo afio, otro grupo de investigadores detectd altos titulos de IgG
neutralizante anti-IFNy en el plasma de seis pacientes que presentaban infeccion
diseminada predominantemente con micobacterias de crecimiento rapido.
Demostrando que estos anticuerpos tienen in vitro una actividad biol6gica en la
fosforilacion de STAT-1 dependiente de IFNy, asi como en la sobre-expresion de TNFa
e IL-12 dependiente de IFNy (Patel et al., 2005).

Posteriormente, en 2009, Baerlecken et al. describen a un paciente con una
infeccion multifocal por Mycobacterium avium-intracellulare con un alto titulo de
autoanticuerpos anti-IFNy en el suero del paciente, quien después de un tratamiento
de plasmaféresis y ciclofosfamida en conjunto con la quimioterapia antimicobacteriana,
logro la remision de la infeccion después de tres afios de seguimiento (Baerlecken et
al., 2009).

Todas las observaciones mencionadas en los parrafos anteriores sugieren que los
autoanticuerpos contra IFNy pueden inducir una susceptibilidad de inicio tardio a
infecciones micobacterianas diseminadas que pueden ser refractarias a la

quimioterapia.
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Por otra parte, se report0 la presencia de autoanticuerpos contra IL-6 en un nifio
con abscesos subcutaneos y celulitis estafilococal recurrente por el curso de los
eventos clinicos en el paciente, los autores concluyeron que la presencia de
autoanticuerpos anti-IL-6 presidio a la infeccidén estafilococal. De igual forma, se han
detectado estos autoanticuerpos en pacientes con APECED y timoma (Puel et al.,
2008; Karner et al., 2016).

Asi mismo, pacientes que sufren de proteinosis alveolar pulmonar (PAP) presentan
anticuerpos neutralizantes contra el factor estimulador de colonias de macréfagos y
granulocitos (GM-CSF, del inglés granulocyte macrophage colony-stimulating factor),
mostrando una alta mortalidad; los autores confirman una relacion entre la funcion
afectada de GM-CSF por la actividad neutralizante de los autoanticuerpos presentes y
PAP. También se han detectado autoanticuerpos anti-GM-CSF en pacientes con
meningitis criptococal (Kitamura et al., 1999; Rosen et al., 2014; Saijo et al., 2014).

Las citocinas Th17 estan implicadas en la proteccion contra infecciones fangicas,
incluyendo Candida sp. en las superficies mucosales, en varios estudios se ha
demostrado que anticuerpos neutralizantes hacia citocinas Th17 predisponen a este
tipo de infecciones (Dubin y Kolls, 2008; Conti et al., 2009; Lin et al., 2009).
Interesantemente, autoanticuerpos neutralizantes contra citocinas IL-17A, IL-17F e IL-
22 han sido reportados en pacientes con candidiasis mucocutanea crénica (CMC) y
ademas con sindrome poli-endécrino autoinmune-1 (APS-1) o timoma (Kisand et al.
2010; Puel et al. 2010).

También, se reporta la presencia de autoanticuerpos contra citocinas en pacientes
con APECED causada por mutaciones en el regulador autoinmune (AIRE), asi mismo,
se demostro en estos pacientes que anticuerpos de la clase 1gG son los responsables
de la actividad neutralizante contra IFNw, IFNa2a, IL-17A e IL-22; estableciéndose una
relacion entre el desarrollo de autoanticuerpos contra IL-17 y la infeccidn cronica por

Candida en mucosas (Karner et al., 2013; Kisand et al., 2011).

Mas recientemente, se ha reportado la presencia de autoanticuerpos contra IFNs
tipo | en al menos el 10% de los casos de pacientes que presentan un estado critico
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de la enfermedad COVID-19, observando que estos autoanticuerpos fueron mas
frecuentes en hombres (95%) que en mujeres (5%), asi como, en pacientes mayores
a 65 afos. Estos autoanticuerpos neutralizaron a IFNa o IFNw, remarcando la
importancia de este tipo de IFNs en la inmunidad protectora contra el virus SARS CoV-
2 y estableciendo una relacion entre la presencia de autoanticuerpos neutralizantes
contra IFNs tipo | y la complicaciéon de COVID-19 (Bastard, Lévy, et al., 2021; Bastard,
Orlova, et al., 2021; de Prost et al., 2021; Goncalves et al., 2021; Koning et al., 2021;
Troya et al., 2021; van der Wijst et al., 2021).

1.5. Incidencia de autoanticuerpos anti-citocinas en caninos y equinos

Por otra parte, es importante agregar que dentro del &rea veterinaria existen pocos
reportes detallados de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas relacionados con
enfermedades infecciosas, existiendo Unicamente estudios en la especie canina y

equina.

Autran etal., en 2019, reportan un trabajo donde se analizaron 101 muestras séricas
de caninos de los cuales 51 eran de pacientes, las muestras de los animales enfermos
mostraron valores significativos de autoanticuerpos anti-citocinas presentes mas no
las de los controles sanos. Se observaron respuestas complejas de autoanticuerpos
contra citocinas IL-17, IFNy e IL-6 en los caninos con enfermedades autoinmunes y
autoinflamatorias, mientras que los pacientes con enfermedades infecciosas
presentaron autoanticuerpos dirigidos principalmente hacia IFNs tipo 1 y II, IL-17 e IL-
10y los caninos con infecciones virales mostraron autoanticuerpos anti-IFNA, mientras
gue en los pacientes con cancer se observaron respuestas Unicas de autoanticuerpos
contra GM-CSF y G-CSF, y en el caso de individuos con miositis presentaron

autoanticuerpos anti-21 (Autran, 2019).

De igual forma, en otro estudio realizado en caninos con 133 muestras séricas (86
de pacientes y 50 de individuos clinicamente sanos), se observo la presencia de
autoanticuerpos contra 1L-18, IL-12 y diferentes quimiocinas, principalmente en
pacientes con enfermedades relacionadas a procesos de inflamacioén (epidermolisis
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bullosa, miositis y pénfigo), mientras que en los pacientes con enfermedades
relacionadas a dafio en tejido epitelial (epidermdlisis bullosa, miastenia gravis, pénfigo)
se detectaron autoanticuerpos contra el receptor de IFNA (IL-28Ra). Las muestras de
los pacientes con enfermedades infecciosas causadas por agentes fangicos resultaron
positivas a autoanticuerpos contra la IL-28B (IFNA3) y el receptor IL-10Ra. Asi mismo,
en pacientes con diferentes tipos de enfermedades se detectaron autoanticuerpos
contra IP-10 (CXCL10) o IL-12. (Cortes, 2019)

En cuanto a los estudios en equinos, Autran en 2019, analizé 100 muestras equinas
(50 pacientes y 50 de controles negativos) para el analisis de la correlacion entre la
presencia de autoanticuerpos y el desarrollo de enfermedades autoinmunes,
infecciosas 0 ambas; en dicho estudio, se identificaron autoanticuerpos dirigidos hacia
las citocinas IFNy, IL-17 e IL-6 en equinos con enfermedades infecciosas; asi mismo,
autoanticuerpos contra IL-17 e IL-10 se asociaron principalmente a enfermedades

autoinmunes y autoinflamatorias. (Autran, 2019)

1.6. Ensayo de arreglo de microesferas en suspensién multiple de Bioplex

El ensayo de arreglo de microesferas en suspension multiple de Bioplex (Luminex)
es un sistema basado en citometria de flujo, que utiliza microesferas poliestireno con
un didametro de 5.6 micras como el soporte solido para un inmunoensayo convencional,
las microesferas son clasificadas en regiones las cuales presentan un codigo de color
especifico que permite la discriminacion e identificacion de ensayos individuales; éste
codigo es establecido mediante dos colorantes fluorescentes diferentes que se

presentan en proporciones que varian de acuerdo a cada region.

Cada conjunto de microesferas se puede conjugar con un analito diferente (proteina,
lipopolisacéarido, entre otros), las microesferas conjugadas por lo tanto pueden ser
mezcladas e incubadas con la muestra en un pozo de microplaca con filtro de fondo,
para reaccionar con analitos especificos y posteriormente dicha interaccion se
evidencia con el uso de la molécula de deteccidon correspondiente. Practicamente, se

pueden medir hasta 100 parametros individuales simultdneamente en una sola etapa

14



del ensayo. Las microesferas se detectan utilizando la emision de luz de dos laseres
del citbmetro, un laser excita los colorantes fluorescentes internos que identifican la
regibn de cada microesfera y el segundo laser excita el colorante fluorescente
informador capturado durante el ensayo.

El ensayo permite la deteccién y cuantificacion de mdultiples analitos (proteinas,
péptidos, acidos nucleicos, anticuerpos, entre otros) en una sola muestra, empleando
un principio similar al ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, del inglés
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). La sensibilidad de este método es
comparable a un ELISA convencional, pero permite investigaciones complejas usando
pequefias alicuotas de reactivos para realizar el ensayo; de igual forma existe una gran

flexibilidad para realizar una serie de variaciones en el analisis serologico.

En el caso del ensayo de captura indirecto, cada analito es acoplado
covalentemente a las microesferas con una region en particular. Posteriormente, se
aflade la muestra problema para la unién de los anticuerpos especificos al analito y
finalmente se agrega un anticuerpo anti-inmunoglobulina especie especifico, el cual
puede estar conjugado con un fluorocromo (PE, ficoeritrina) o con biotina, para este
altimo caso es necesario utilizar la estreptavidina-PE como molécula indicadora

(Esquema 3, Panel A).

Después de la incubacion se realiza la lectura del sistema empleando el lector de
Bio-Plex, donde los fluidos de precision alinean las microesferas a través de una celda
de flujo y dos laseres las excitan individualmente, el laser de clasificacion rojo excita
los colorantes internos de cada microesfera para su identificacién especifica, mientras
que el laser verde excita la molécula indicadora asociada a la microesfera, lo que
permite la deteccion del anticuerpo unido especificamente. El sistema emite sefiales
fluorescentes simultaneamente para cada microesfera, traduciendo las sefiales en
datos (valores de intensidad de fluorescencia) de cada muestra para todos los

pardmetros medidos (analitos) (Esquema 3, Panel B).

El procedimiento de activaciéon de microesferas para el acoplamiento proteico

involucra una reaccion carbodiimido en dos pasos; los grupos carboxilo en la superficie
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de las esferas de poliestireno deben ser primero activados con un derivado
carbodiimida adecuado para acoplar la proteina. EI EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]
carbodiimida) reacciona con los grupos carboxilo en la superficie de las esferas de
poliestireno para formar un intermediario activo O-acilisourea, este intermediario es
inestable y requiere ser estabilizado en soluciones acuosas usando S-NHS (N-
hydroxysulfosuccinimida) para que se una en el sitio activo. Ambos intermediarios, el
carbodiimido O-acilisourea (inestable) y el ester-NHS formados son aminas reactivas,
de cualquier forma, el ester-NHS tiene mayor estabilidad a pH fisiologico. Estos
intermediarios después reaccionan con aminas primarias de las proteinas para formar
enlaces amida. El intermediario es hidrolizado, si éste falla en reaccionar con una
amina y el carboxilo es regenerado liberando una N-urea no sustituible, esta reaccion

ocurre de forma inmediata y finaliza en cuestion de minutos (Esquema 4).
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Esquema 3. Ensayo de arreglo de microparticulas en suspensién multiple (Luminex).
Panel A Inmunoensayo indirecto para la deteccion de autoanticuerpos contra los diferentes
mediadores quimicos. Panel B Microesferas codificadas Opticamente utilizando una mezcla
de diferentes colorantes fluorescentes que son decodificados por un citbmetro de flujo
(Modificado de MicroPlex® Non-Magnetic Microspheres | Coupled to Protein or Nucleic Acid, n.d.).
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Esquema 4. Acoplamiento proteico entre las microesferas y las citocinas. Reaccion
gue se presenta entre el grupo carboxilo de las microesferas y las citocinas empleando EDC
y S-NHS (Modificado de ThermoScientific, 2011).

18



1.7. Cromatografia por afinidad

Debido al reconocimiento especifico de los anticuerpos, es comun emplear la
purificacion por afinidad con un antigeno inmovilizado como ligando. La eficacia de
esta técnica aprovecha los dominios 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. Este método es ventajoso si se
debe obtener un anticuerpo especifico a partir de una mezcla de inmunoglobulinas con
diferentes especificidades (Esquema 5). La purificacibn de anticuerpos
monoespecificos a partir de sueros de animales inmunizados es un ejemplo tipico de
tal desafio, la elucion del anticuerpo retenido se logra a menudo mediante el uso de
un cambio en el pH de la fase mévil, aunque también puede emplearse un agente
caotropico o modificador organico. La elucion por etapas para obtencion de diferentes
fracciones se usa frecuentemente durante la purificacion de los anticuerpos, donde
dichas fracciones se deben de analizar mediante el ensayo de microesfereas en
suspensién multiple para determinar en cuales de ellas se encuentran los anticuerpos
purificados (Huse, Bohme, & Scholz, 2002; Jackson, Sobansky, & Hage, 2012).
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1) Anfigeno seune
covalentemente a la matriz
de afinidad

Affinity matrix

2) Anticuerpos especificos al antigeno
se unen. Los No especificos son
eliminado por lavados

3) Anticuerpos especificos al
anfigeno son eluidos

ﬁ;
3

Esquema 5. Cromatografia por afinidad. La purificacion de anticuerpos por afinidad
implica tres pasos principales: 1) Acoplamiento del antigeno (citocina) a la matriz. 2) La
Incubacion de una muestra cruda con el soporte de afinidad para permitir que la molécula
diana en la muestra se una al ligando inmovilizado y lavar los componentes de muestra no
enlazados del soporte. 3) La elucion (disociacion y recuperacion) de la molécula diana del
ligando inmovilizado al alterar las condiciones del tampon de modo que ya no se produce la
interaccion de union (Magdeldin, 2012).
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2. JUSTIFICACION

Resulta interesante dar continuidad al analisis de la deteccién de autoanticuerpos
anti-citocinas en muestras séricas de pacientes con enfermedades infecciosas,
autoinmunes o ambas, teniendo como base la funcion tan importante que presentan
las citocinas en el desarrollo y regulacion de la respuesta inmunitaria necesaria para
el control de las infecciones y de enfermedades autoinmunes, asi como las
publicaciones recientes que reportan una correlacién de la presencia, en muestras
séricas humanas, de altos niveles de autoanticuerpos contra ciertas citocinas y la
predisposicidn a infecciones causadas por diversos tipos de microorganismos; dichos
reportes indican la importancia de considerar que estas condiciones podrian afectar
las actividades biolégicas de las citocinas y de estar forma alterar las funciones de las
células inmunitarias involucradas en el control y la eliminacién de los patdgenos
(Browne & Holland, 2010b; Doffinger et al., 2004; Dubin & Kolls, 2008; Hoflich et al.,
2004; Kampmann et al., 2005; Maddur et al., 2010; Patel, et al., 2008; Patel et al., 2005;
Puel et al., 2008).

Por otra parte, es importante agregar que dentro del area veterinaria existen pocos
reportes de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas relacionadas con
enfermedades infecciosas, sin embargo, recientemente resultados preliminares de los
estudios realizados por nuestro grupo de trabajo, sugieren la posible relacién entre el
tipo de padecimiento y los niveles de autoanticuerpos contra una 0 mas citocinas;
demostrandose, que sistemas de citocinas humanas recombinantes acoplados a
microesferas, funcionan adecuadamente para llevar a cabo la deteccion de
autoanticuerpos contra citocinas o quimiocinas en muestras séricas de otras especies,
como son los caninos y equinos (Autran, 2019; Cortes, 2016). Por lo tanto,
considerando los resultados de un estudio previo del grupo de trabajo, donde se
analizaron un total de 100 muestras séricas de caninos (50 sueros de individuos
clinicamente sanos como controles negativos y 50 de pacientes), de los sueros del
grupo de pacientes, con problemas infecciosos o enfermedades autoinmunes, se

reportaron 44 individuos positivos a la presencia de autoanticuerpos contra al menos
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una citocina, principalmente hacia IFNy, IL-17F, IL17A, IL17B, TGF-B1, TNFa, IL-28B

e IL-6,resultando negativos todos los individuos del grupo control (Autran, 2019).

Asi mismo, en otro estudio realizado en 133 muestras séricas de caninos (86
pacientes y 50 individuos clinicamente sanos), se detectaron, en 29 caninos con
diversos padecimientos, altos niveles de autoanticuerpos contra al menos una citocina,
encontrando patrones de reactividad principalmente hacia IL-12, IL-18, IL-28B, IL-
28Ra, IL-10Ra e IP10 (CXCL10) (Cortes, 2019).

Por otra parte, también existe un reporte en donde se detectaron autoanticuerpos
contra diferentes quimiocinas en muestras séricas de pacientes caninos, siendo los
autoanticuerpos contra Eotaxin, 1-309, MIP-3a, MDC, IP-10, I-TAC y SDF-1a los mas

frecuentes (Cortes, 2016).

Otra especie en la que se ha realizado la deteccion de autoanticuerpos es la equina,
en este estudio se menciona la presencia de autoanticuerpos contra IFNy, IL-17, IL-10
e IL-6 en equinos con enfermedades infecciosas, autoinmunes y autoinflamatorias
(Autran, 2019)

Por lo tanto, es posible especular que la existencia de autoanticuerpos anti-citocinas
pudieran estar ejerciendo un efecto sobre la funcién biolégica de sus moléculas dianas
en otras especies, como es la felina. Asi mismo, es importante dar continuidad a
estudios de deteccion de autoanticuerpos contra citocinas en muestras séricas
humanas donde éstos pudieran estar implicados en la susceptibilidad a enfermedades

infecciosas.

Resultando interesante realizar el analisis de la presencia y la determinacion de la
capacidad neutralizante de autoanticuerpos contra citocinas detectados en muestras
séricas de pacientes con diversas enfermedades infecciosas 0 autoinmunes,
empleando diversos ensayos in vitro para evaluar la inhibicion de la funcion biolégica
de estos mediadores quimicos, asi como, la identificacion de algunos determinantes
antigénicos de las citocinas mediante la técnica de microarreglos de péptidos
sobrelapados, para lograr una mejor caracterizacién de dichos autoanticuerpos anti-

citocinas.
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Debido a que la presencia de autoanticuerpos contra citocinas no es comunmente
evaluada en la patogénesis de las enfermedades, la deteccion de los mismos pudiera
considerarse, a futuro, como marcador de gran utilidad para propésitos de diagnéstico,
que podria resultar de importancia médica para decidir una terapia y un tratamiento
mas adecuados para cada paciente en particular; considerando que estos
autoanticuerpos pueden provocar la pérdida del efecto al tratamiento y probablemente
alteraciones de la funcién del sistema inmune, y por lo tanto, afectando la respuesta
inmunitaria y predisponiendo al hospedero a una susceptibilidad a diversos agentes

infecciosos.
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3. HIPOTESIS

3.1. Las citocinas humanas recombinantes acopladas a microesferas son de utilidad
para determinar la presencia de autoanticuerpos contra estos mediadores quimicos en
muestras séricas felinas de pacientes con enfermedades infecciosas, autoinmunes o
ambas, utilizando el ensayo de arreglo de microesferas en suspension multiple de Bio-

plex (Luminex).

3.2. Los autoanticuerpos contra citocinas detectados en muestras séricas de
individuos (felinos y humanos) con enfermedades infecciosas, autoinmunes o ambas
presentan una capacidad inhibitoria sobre la actividad biolégica de estos mediadores
quimicos, existiendo una relacion entre la presencia de dichos autoanticuerpos y los

cuadros clinicos de los pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Detectar la presencia de autoanticuerpos contra citocinas en muestras séricas de
felinos y humanos con diversas enfermedades infecciosas, autoinmunes o ambas,
para analizar su capacidad neutralizante in vitro sobre la actividad biolégica de estos

componentes del sistema inmunitario.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Analizar muestras séricas de pacientes felinos y humanos para la deteccién
de autoanticuerpos contra citocinas, empleando el ensayo de arreglo de microesferas

en suspension multiple (Luminex).

4.2.2. Realizar la purificacion de autoanticuerpos anti-citocinas detectados en

sueros, mediante la técnica de cromatografia de afinidad en columna.

4.2.3. Determinar la actividad neutralizante de los autoanticuerpos, sobre la funcion
biolégica de la citocina blanco, empleando ensayos in vitro con células mononucleares

de sangre periférica o lineas celulares.

4.2.4. Identificar los posibles epitopes reconocidos por autoanticuerpos anti-
citocinas mediante microarreglos de péptidos sobrelapados.

4.2.5. Evaluar el reconocimiento de algunos de los determinantes antigénicos

previamente identificados mediante una variante de la técnica multiplexing, Luminex.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Muestras séricas

La coleccion de sueros humanos empleada en este estudio fue proporcionada por
el Dr. R. Doffinger (Department of Clinical Biochemistry and Immunology,
Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, U.K.). Mientras que la coleccién de las muestras
séricas correspondientes a felinos analizadas en este trabajo fue donada por el banco
de sueros del Laboratorio de Virologia Genética y Biologia molecular, de la FES-
Cuautitlan Campo 4, UNAM. El diagndéstico de los pacientes pertenecientes a ambas
colecciones fue realizado por cada una de las instancias que facilitaron dichas

muestras.

5.2. Elaboracion de los sistemas de citocinas acopladas a microesferas y
evaluacion de la especificidad e integridad antigénica

De los diferentes sistemas citocina-microesfera empleados en el presente estudio
algunos fueron donados por el Departamento de Bioquimica (Dr. Doffinger), mientras
gue aquellos que no se encontraban disponibles fueron elaborados en el laboratorio
de trabajo. Los sistemas elaborados se analizaron de forma mono-Plex para evaluar
el éxito del acoplamiento y la viabilidad de la actividad antigénica de los analitos; para
determinar las posibles interferencias entre ellos se empled el sistema de analisis

multi-Plex comparado con el mono-Plex.

5.2.1. Amino acoplamiento de citocinas a microesferas carboxiladas

El procedimiento de acoplamiento descrito por Rosenberg en 2016 fue utilizado para
unir covalentemente proteinas solubles con un tamafio de 6 a 150 kDa a microesferas
de poliestireno de 5.5 um, via grupos carboxilos en la superficie de estas microesferas.
Esto se realiz6 mediante reacciones via carbodiimida donde participan los grupos

amino de las proteinas primarias y los grupos carboxilo funcionales unidos en la
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superficie de microesferas de poliestireno. La union covalente es permanente, sin dejar
proteinas sin acoplar después del lavado y aun después del almacenamiento (Rosenberg

et al., 2016).

5.2.1.1. Preparacion de la proteina

Las proteinas (citocinas humanas recombinantes) empleadas en el presente estudio
se adquirieron comercialmente, los nimeros de catadlogo y marca de estas se muestran
en la Tabla 1. Los liofilizados de las proteinas que se encontraban libres de azida de
sodio, BSA, glycina, Tris 0 aditivos que contengan aminas, se resuspendieron en PBS,
pH 7.4; mientras que las muestras de proteina que asi lo requirieron se dializaron
durante la noche contra PBS, pH 7.4, empleando la unidad de mini dialisis “Slyde-A-
lyzer” (Thermo Scientific, 69580), siguiendo las indicaciones del instructivo.
Brevemente, consistié en depositar 100 ul de la proteina en cada unidad de dialisis,
las cuales se colocaron en PBS, pH. 7.6 con ayuda de un flotador para que el fondo
de las unidades estuviera en contacto con el liquido sin sumergirse completamente;
posteriormente el liquido fue agitado a baja velocidad durante 3 horas. Transcurrido
este tiempo el PBS fue descartado y reemplazado, dejandose en agitacion durante

toda la noche.

Una reaccion de acoplamiento requiere de 5 a 12 ug de proteina dependiendo de la
proteina usada. Si el acoplamiento de una proteina es por primera vez se deben
preparar multiples reacciones de acoplamiento variando las cantidades de proteina
usadas para determinar condiciones 6ptimas de acoplamiento para la proteina (~ 10
ug/100 pl).
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Num. de

Regién de las

Num. de Catalogo

h-Citocina* , : )
rh-Citocina Catalogo Marca Microesferas Luminex
IL-17A 317-ILB R&D Systems 21 LC10021-01
IL-17F H7916 Sigma 45 LC10005-01
IMMUKIN
IFNy (407617-1) IMMUKIN 26 LC10026-01
IL-6 H7416-10UG Sigma 28 LC10028-01
IL-10 11340107 ImmunoTools 92 LC10092-01
IL-10Ra 9100-R1 R&D Systems 24 LC10024-01
viL-10 EBV 915-VL/CF R&D Systems 99 LC10099-01

Tabla 1. Listado e informacion de algunas de las citocinas y microesferas empleadas. Se indica
el numero de catalogo y la marca correspondiente de las citocinas y microesferas de diferentes regiones
adquiridas comercialmente. *rh-Citocina: Citocina humana recombinante.
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5.2.1.2. Activacion de las microesferas

1. Las soluciones amortiguadoras fueron llevadas a temperatura ambiente (TA)
antes de su uso. Las microesferas se protegieron de la luz tanto como fue posible,

cubriendo los tubos con papel aluminio durante el procedimiento.

2. Las microesferas carboxiladas fueron seleccionadas de acuerdo a su region y
se agitd breve y vigorosamente 1 ml de cada regién (1.25 x107 microesferas/ml) en el
agitador vortex y posteriormente se sonicaron en un bafio ultrasénico durante 1 min

por 4 veces.

NOTA: Fue importante considerar que las microesferas COOH estuvieran
completamente resuspendidas como particulas monodispersas sencillas, por lo que se
realiz6 la deteccién de agregados de microesferas por microscopia, reconociéndolos
como grandes uniones a través de la suspension. Si se observaban agregados, se
sonicaron las microesferas en bafio de sonicacion durante un maximo de 30 seg para

la eliminacion de agregados, la sonicacién fue repetida hasta dejar de observarlos.

3. Se transfirieron 1000 yl de microesferas COOH monodispersas (1.25x 107
microesferas) a cada vial de 2 ml no adherente libre de RNAasa (Ambion, AM12475).
Se centrifugaron a 14,000 rpm por 7 min. El sobrenadante fue retirado y removido
cuidadosamente del botén de microesferas, empleando una micropipeta y puntas

largas.

NOTA: El boton de las microesferas es de dificil visualizacion por lo que se marco
el tubo de reaccién del acoplamiento para identificar donde teoéricamente se
encontraba localizado el boton dependiendo de la centrifuga utilizada. Para evitar
remover el botdn se inclind el tubo hacia el lado contrario al boton y se removio el

sobrenadante desde la pared opuesta al mismo.

4. Se resuspendieron las microesferas en 1 ml de solucién amortiguadora de lavado
(solucién amortiguadora MES ~100 mM, pH 6.0) (SIGMA, M1317-100ML) y se agitaron

en vortex por minimo 1 min, para posteriormente sonicarlas por 60 seg. Se centrifugo
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a 14,000 rpm durante 7 min y el sobrenadante se descarté cuidadosamente como se

especifica en parrafos anteriores.

5. El botén de microesferas se resuspendio en 800 ul de solucion amortiguadora de
activacion (solucién amortiguadora MES ~100 mM, pH 6.0) y se agitd en vortex por 60
seg. Posteriormente se sonicaron las microesferas dos veces por 2 min cada vez en

un bano ultrasoénico.

6. Inmediatamente antes de su uso se prepararon por separado el 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil] (EDC, Pierce/Perbio, UK) y el sulfo-N-hidroxisuccinimida (S-NHS,
Pierce/Perbio, UK) a 50 mg/ml ambas soluciones, empleando la solucién
amortiguadora de activacién (solucién amortiguadora MES ~100 mM, pH 6.0). Se
agregaron a las microesferas 110 ul (1x ~10 pl) de EDC, se agit6 breve e
inmediatamente se agregaron 110 pl (1x ~10 ul) de S-NHS (ambos recién preparados).
La suspension se agit6 en el vortex a alta velocidad durante 30 seg. El tubo de reaccion
se cubrié con papel aluminio y fue colocado dentro de un tubo de 50 ml, para fijarlo en

el mezclador rotatorio y se agité a TA durante 30 min.

NOTA: Fue esencial que las microesferas permanecieran mezclandose en

suspensién durante este paso de activacion.

7. Posterior a la incubacion, se agregaron 1,000 ul de PBS, pH 7.4 a las
microesferas activadas, se agitaron en el vortex brevemente a alta velocidad durante
60 seg y se centrifugaron a 14,000 rpm por 7 min. Cuidadosamente se removio el
sobrenadante con la micropipeta empleando una punta larga diferente para cada

region de microesferas y se repitid este paso.

8. El botdn de las microesferas activadas fue resuspendido con 1,000 ul de PBS,
pH 7.4, se agitdo en voértex a velocidad media por 30 seg y se sonico en el bafio

ultrasénico durante 60 seg dos veces.
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5.2.1.3. Acoplamiento proteico

9. A cada tubo de reaccion, conteniendo las microesferas activadas
correspondientes a una region en particular, se le agreg6 una de las distintas muestras
de proteinas (citocinas humanas recombinantes diferentes), empleando una relacion
de ~10 pl/100 pl, dependiendo de la cantidad disponible de cada citocina; como un
control negativo se utilizé el sistema acoplado a la albumina sérica bovina (BSA). El
volumen final se ajust6é a 1.5-1.8 ml con PBS, pH 7.4, dependiendo del espacio libre y
capacidad del vial utilizado. Durante esta reaccién de acoplamiento, se cubri6 el tubo
de reaccion con papel aluminio y se mantuvo en agitacién en el rotador a TA por 2 h.
Posteriormente, las microesferas-citocinas se incubaron en agitacién a 4 °C por toda

la noche.

NOTA: Fue esencial que las microesferas permanecieran es suspension durante

este paso de conjugacion.

10. Las microesferas ya acopladas se centrifugaron 14,000 rpm por 7 min, se
separ6 el sobrenadante y cuidadosamente fue colectado en un vial, para almacenarlo
a-70°C.

11. Las microesferas se lavaron con 1,500 pul de PBS, pH 7.4 y se centrifugaron
a 14,000 rpm por 7 min, el sobrenadante fue descartado y se repitié el lavado. Es

importante no sonicar las microesferas (con la proteina ya acoplada).

12. Se resuspendié el botdn de microesferas acopladas en 1,000 ul de solucion
amortiguadora de blogueo (10 mM PBS, 1% BSA, 0.05% w/v NaN3). Y se mantuvieron
en agitacion a velocidad media con un agitador rotatorio a TA por 30 min, cubriendo

siempre las microesferas con papel aluminio para protegerlas de la luz.

13. Las microesferas acopladas y bloqueadas en sus sitios libres nuevamente
fueron centrifugadas a 14,000 rpm por 7 min, y posteriormente se descarto el

sobrenadante.

31



14. Las microesferas acopladas se resuspendieron en 1,000 ul de solucién
amortiguadora de bloqueo-almacenamiento (10 mM PBS, 1% BSA, 0.05% w/v NaN3).
Se mantuvieron a 4 °C hasta ajustar la concentracion a 3x10° microesferas/ml usando

la misma solucién amortiguadora de bloqueo-almacenamiento como diluente.

15. El conteo de microesferas se realiz6 por cAmara de Neubauer (ver punto

5.2.1.4). y se ajusté la concentracion a 3x108 microesferas por ml.

16. Finalmente, después de ajustar los volimenes de cada uno de los sistemas
preparados para obtener el nimero de microesferas/ml, se hicieron alicuotas usando
20 ul de suspension de microesferas/vial, se etiquetaron y se almacenaron a -70 °C

para su uso posterior.

5.2.1.4. Conteo de microesferas con camara de Neubauer

Inicialmente, se tomaron 3 ul de la suspension de microesferas acopladas y se
depositaron en 57 ul de PBS, para alcanzar un volumen final de 60 ul a una dilucion
1/20. Posteriormente, el conteo de éstas se realizé empleando un volumen de 10 pl de
la suspensién de microesferas diluida (1/20) para llenar la camara de Neubauer, y se
observd en el microscopio Optico, utilizando el objetivo 40X, contando los cuatro

cuadrantes primarios periféricos (CPP) de la camara.

Asi mismo, para realizar el conteo correcto de las microesferas se tomaron en
cuenta aquellas que se encontraban dentro de los 16 cuadros secundarios periféricos

gue constituyen los CPP.

Finalmente, el calculo para determinar el nimero de las microesferas por ml se

realizd con la siguiente férmula:

(microesferas contadas
4

) (Factor de dilucion)(10,000) = Microesferas/ml
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Una vez realizado el conteo y obtenido el nimero de microesferas/ml se ajusto la
suspension a 3x108 microesferas por ml, para lo cual se determiné el volumen final de

cada sistema de microesferas empleando la siguiente formula:
C1xV1=C2%xV2
Donde,

C1= La concentracion de microesferas determinada en el conteo.
V1= El volumen total utilizado para cada muestra de microesferas.
C2= La concentracion final requerida (3x10® microesferas por ml).
V2= Volumen final necesario para ajustar la C2 de microesferas.

Por lo tanto,

2_C1>|<V1
)

5.3. Evaluacién de los sistemas de citocinas acopladas a las microesferas

empleando el sistema mono-Plex (Luminex)

1. Las microplacas se humedecieron de 96 pozos con filtro-BV de 1.2 um el
tamafio del poro (Millipore, Nom. Cat. MSBVN1210) agregando 150 ul por pozo de la
solucién de lavado (PBS-T; 10 mM PBS pH 7.4, 0.05 % vol/ivol Tween 20),
posteriormente se removié el liquido después de 1-2 minutos mediante un sistema
de vacio (Millipore, Num. Cat. MSVMHTSO00) (Rosenberg et al., 2016).

2. Se preparo la suspension de trabajo de las microesferas acopladas a una
citocina en particular a partir de una alicuota (20 pl), la cual se agrego en 4,980 ul de
solucion amortiguadora pre-bloqueadora (10 mM PBS pH 7.4, 1% BSA, 0.05% de
NaN3) en forma individual.

3. Posteriormente se depositaron 50 ul de la suspension de trabajo de las
microesferas acopladas (previamente agitadas en el vortex), y se removié el liquido

por medio de filtracion a vacio.
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4. A continuacion, se agregaron 50 ul por pozo de los anticuerpos anti-citocinas
especificos biotinilados (diluidos 1:100) en los pozos correspondientes, utilizando la
solucion bloqueadora como diluente. Posteriormente se incubaron las placas a TA
durante 60 min, con una agitacion lenta (500 rpm) empleando el agitador orbital

horizontal.

5. Se removio el liquido de cada pozo empleando el sistema de vacio y se repitid
la serie de tres lavados con 200 ul de PBS-T, dejando 2 min en agitacién lenta (500

rpm) entre cada lavado.

6. Posteriormente se adicionaron 50 pl/pozo de la solucion de estreptavidina
acoplada a ficoeritrina (PE), previamente diluida 1:50 empleando la solucién
amortiguadora blogueadora. Se protegieron las placas de la luz e incubaron durante
40 min a TA y en agitacion (500 rpm) empleando un agitador orbital horizontal
(Thermomixer comfort, Eppendorf, NUm. Cat. 22331).

7. Luego del periodo de incubacién, se lavaron las placas como se describio

anteriormente.

8. Finalmente se agregd un volumen de 100 ul/pozo de PBS-T y las microplacas

se colocaron en el lector luminex para llevar a cabo el andlisis correspondiente.

9. Se realiz6 la evaluacion de forma mono-Plex de los sistemas obtenidos, para

la determinacion de su evaluacién de la especificidad, integridad antigénica.

5.4. Determinacién de las interferencias entres los sistemas de acoplamiento

Para la determinacion de las posibles interferencias entres los sistemas de
acoplamiento, se realiz6 el ensayo de arreglo de suspension de microesferas mono- y
multi-Plex, empleando la metodologia descrita en el apartado anterior y se compararon
graficamente los valores obtenidos de cada una de las determinaciones.
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5.5. Deteccién de la presencia de autoanticuerpos contra citocinas en
muestras séricas felinas y humanas mediante el ensayo de arreglo de particulas

en suspension maltiple

La deteccién de autoanticuerpos en muestras séricas humanas se realiz6 en
microplacas de 96 pozos (Multiscreen HTS Milipore, UK, Cat MSBVN1210), siguiendo
la metodologia para la evaluacion de los sistemas (Punto 5.3) y utilizando 50 ul de
cada muestra diluida (1/200).

Brevemente, se sirvieron 50 ul de las muestras problemas (diluidas 1/200) a cada
pozo conteniendo los sistemas citocinas-microesferas, se incubaron durante una hora
a 37 °C y protegidas de la luz empleando un agitador orbital (Thermomixer comfort,
Eppendorf, Cat. 22331). El liquido de los pozos se extrajo utilizando un sistema de
vacio (Millipore Cat. MSVMHTSO00) y se realizaron tres lavados con PBS-Tween. Se
agregaron 50 pl del anticuerpo de deteccion (anti-lgG humana) conjugado con PE
(Leinco Technologies 1-127) diluido 1/100 y se incubd durante una hora en las
condiciones anteriores. Transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados de la
microplaca. Finalmente se agregaron 150 ul de PBS-Tween por pozo, se agito la placa
por tres min y se procedié a hacer la lectura en el analizador Bioplex utilizando el
software Bio-Plex manager V 3.0 (Bio-Rad).

Para el caso de las muestras felinas se empleé un anti-lgG felino biotinilado (Sigma-
Aldrich, SAB3700075) por lo que posterior a la incubacién con dicho anticuerpo se
agregaron 50 ul de una solucién de estreptavidina-ficoeritrina a una diluciéon 1/50 en
solucion amortiguadora bloqueadora. Y se continu6 con los lavados y lectura de la

placa como se describié anteriormente.

El andlisis de resultados se realiz6 mediante una agrupacion jerarquica entre las
citocinas evaluadas y las muestras analizadas utilizando el programa Multiple
Experiment Viewer (MeV 4_9 0® for Windows 7).
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5.6. Técnica de cromatografia de afinidad por columna

Posterior a la confirmacion de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas en las
diferentes muestras séricas, se llevd a cabo el procedimiento de purificacion de los
autoanticuerpos, empleando el kit de acoplamiento proteico de micro enlace (Micro
Link protein coupling kit, Thermo Scientific Nam. Cat. 20475). El cual contiene el

siguiente material:

a) 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.

b) Solucion amortiguadora de acoplamiento pH= 7.2 (Coupling Buffer):
Solucién salina amortiguadora de fosfatos, 1 paquete rinde en fosfato de sodio [0.1
M], Cloruro de sodio [0.15 M], pH 7.2 cuando se reconstituye con 400 ml de agua.

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

d) Solucion de Cianoborohidruro de sodio al 5M (NaCNBH3, mw 62.84): 0.5
ml, disuelto en NaOH 0.01 M.

e) Solucion de lavado (Wash Solution): 25 ml, 1 M NacCl, 0.05 % NaN3.

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

g) Tubos de coleccion para microcentrifuga: Viales con tapa y con una
capacidad de 0.5 ml.

h) Solucion amortiguadora de almacenamiento: Se prepararon 100 ml de la
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS; igual que la solucion amortiguadora de

acoplamiento pH 7.2) conteniendo 0.05 % de NaN3.

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

TA. De forma general el procedimiento de purificacion se describe a continuacion.
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5.6.1. Preparacion del material

Solucion amortiguadora de acoplamiento pH 7.2: Se disolvié el contenido del
sobre en 500 ml de agua ultrapura; cuando fue necesario obtener una solucion a 10X
se disolvio todo el contenido en 50 ml. Para un almacenamiento por largos periodos
de la solucion amortiguadora filtrar la solucibn empleando una membrana con un
tamafo de poro de 0.22 um o afladir &zida de sodio a una concentracion final de 0.02%

y almacenar a 4 °C.

Muestra de proteina: Se disolvid la citocina recombinante en 400 ul de solucion
amortiguadora de acoplamiento, tratando de ajustar a una concentracién final de 0.5-

1 mg/ml.

5.6.2. Procedimiento para el acoplamiento de la proteina

A) Preparacion de la columna e inmovilizacién de la proteina

En todos los pasos se mezcld la resina de acoplamiento con la solucion
amortiguadora, para lograr esto en forma mas eficiente se recomienda dar varios
impactos suaves a la columna cerca de donde se encuentra el paquete de la resina
hasta resuspenderla completamente, y luego cuidadosamente se agita la columna en
un vortex a baja velocidad. Es importante que la resina permaneciera himeda todo el
tiempo. Los pasos de centrifugacién se realizaron a 1000 x g (3 500 rpm en

BioFugePico-Heraeus) por 1 minuto.

1. La columna de centrifugacion conteniendo la resina de acoplamiento amino

enlace y todos los reactivos a utilizar se equilibraron a TA (37 °C).

2. Primero se aflojo la tapa superior de la columna y luego se removid el tapon
inferior para evitar aspirar aire dentro de ésta. Se coloco la columna en un tubo de
coleccién y se centrifugé a 1,000 x g por 30 segundos, para remover la solucion

amortiguadora de almacenamiento.
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3. Se removié la tapa superior y se inserto el tapon. La resina fue suspendida,
adicionando 400 pl de la solucion amortiguadora de acoplamiento utilizado para
disolver la muestra. Después se removio el tapon, se coloco la columna en un tubo de
coleccion, sé centrifug6 a 1,000 x g por 1 minuto y se descarto el fluido pasante. Este
paso se repitié dos veces mas.

4. Se tapo la parte inferior de la columna y se adicionaron 400 ul de la muestra (0.5
mg/ml) directamente en la resina, se reemplazé la tapa y se mezclé. Para determinar
la eficiencia del acoplamiento, se reservo una porcion de la muestra (10 ul) que fue

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

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

cuidadosamente en un vértex a baja velocidad.

5. En una campana de extraccion, se destapo la columna y se afiadieron 5 ul de la
solucién cianoborohidruro de sodio a la reaccién acuosa. Se volvié a colocar la tapa y

se mezclo.

6. Se dej6 incubar la columna durante 2 horas a TA (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 adiciond una concentracion final
de 0.05% de Tween-20 (se agregaron a la columna 0.5 pl de Tween-20 para 400 pl de

muestra utilizada), lo cual ayudo para que la resina fluyera libremente en la columna.

7. Posteriormente, se aflojo la tapa de la columna y se removio el tapon. Se coloco
la columna en un tubo de coleccién y se centrifug6 1000 x g por 1 minuto (para colectar
el fluido con la proteina no unida). Para determinar la eficacia del acoplamiento, se
evaluo el fluido pasante (Vial: B) con un ensayo de proteinas y se sugiere comparar

con la concentracion inicial (Vial: A).

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

la solucion amortiguadora de acoplamiento, se reemplazé la tapa y se mezclo. Se
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removid el tapon, después se aflojo la tapa, y se colocé la columna en un tubo de
coleccion y se centrifugd. Se repitid este paso dos veces mas. Se guardo el fluido

pasante para evaluar la eficiencia de acoplamiento (Vial: C y D).
B) Bloqueo de los sitios activos de union remanentes

1. Se destapd la columna y se inserto el tapdn. Posteriormente se adicionaron a la
resina 500 ul de solucién amortiguadora de enfriamiento, pH 7.4, se reemplazo la tapa

y se mezclo.

2. Se retir6 la tapa de la columna y el tapon. Se colocé la columna en un tubo de
coleccion, se centrifugd y se descarté el fluido que paso.

3. Se repitieron los pasos 1-2.

4. Se coloco el tapén a la columna y se adicionaron 500 ul de solucion
amortiguadora de enfriamiento directamente a la resina. Se reemplazé la tapa y se

mezclo.

5. En una campana de extraccién se quitd la tapa de la columna y se adicionaron
10 pl de la solucion cianoborohidruro de sodio a la reaccion acuosa. Se tapo la columna
y se mezcld. Se incubd la reaccién a TA durante 60 minutos, mezclando cada 15

minutos.

6. Sé quitd el tapon. Se coloco la columna en un tubo de coleccion, se centrifugé y

se descarté el fluido que paso.

Nota: Como la columna se utilizé en forma inmediata fue necesario equilibrarla
adicionando 500 pl de solucion amortiguadora de acoplamiento y se centrifugd a 1000
X g por 1 minuto, se realizé esto dos veces. Y se continu6 con el paso 2 del

procedimiento general para la purificacion por afinidad (Punto 5.7.3).
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5.6.3. Procedimiento general para la purificacién por afinidad

C) Formacion del complejo anticuerpo-antigeno unido alaresina
1. La columna con la resina conteniendo la citocina se equilibré a TA (37 °C).

2. Se removio primero la tapa de la columna y después el tapén. Se coloco la

columna en un tubo de coleccidn, se centrifugd y se descarto el fluido que paso.

3. Se coloco el tapdn a la columna y se adicionaron 500 ul de la muestra sérica
diluida vol:vol (Vial E) en solucion amortiguadora de acoplamiento directamente en la

resina, se reemplazoé la tapa y se mezclo.

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

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

5. Se aflojé la tapa de la columna y se removio el tapén. Se colocé la columna en
un tubo de coleccién y se centrifugd. Se guardé el fluido pasante para analisis (Vial:

E). Para la evaluacion se utilizé el sistema citocina-microesfera Bio-Plex.

6. Para reducir las posibles interacciones no especificas se prepar6 1 ml de una
solucion de NaCl a 0.5 M, con la cual se diluyé la solucién de lavado vol:vol, y se le
adicion6 Tween-20 a una concentracion final de 0.05%. Se quit6 la tapa de la columna,
se insertd el tapon y se adicionaron 300 ul de la solucion. Se remplazé la tapa y
cuidadosamente se invirtid la columna 10 veces. Se aflojo la tapa, se removio el tapon
y se coloco6 la columna en un tubo de coleccion. Se centrifugé el tubo y se descarto el

fluido pasante. Se repitié este pasé dos veces mas (Viales: F, G y H).

7. Se destap6 la columna y se coloco el tapon, se adicionaron 300 ul de solucion de
amortiguadora de acoplamiento, se remplazoé la tapa y gentilmente se invirtié el tubo
(columna) 10 veces. Se aflojo la tapa y se removio el tapon. Se colocd la columna en
un tubo de coleccion, se centrifugo y se descarto el fluido obtenido en el vial, se repitio

este paso una vez mas (Viales: | 'y J).
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8. Se destapo la columna y se coloco el tapon, se adicionaron 300 ul de la solucién
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
removié el tapon, se colocé la columna en un tubo de coleccién, centrifugar y colectar

el fluido pasante (Vial: K).
D) Elucion de los autoanticuerpos anti-citocina

1. Se colocd el tapon a la columna y se adicionaron 300 ul de la solucién
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 incub6 durante 5 minutos a
TA (37 °C).

2. Se destapo la columna y se colocé el tapon. Se colocé la columna en un tubo de
coleccion y se centrifugd (Vial: E-1). Se neutralizé el pH bajo de la fracciéon eluida

afadiendo 15 ul de Tris 1M, pH 9.0 (5 ul para 100 ul de volumen de elucion).

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

4. Para asegurar la elucion completa del anticuerpo de la columna se realizé un
cambio de pH de la solucion amortiguadora de elucién, ajustando 5 ml de esta solucion

amortiguadora a un pH 2.0 (empleando una solucién 1 M de HCI.

5. Se colocé el tapon a la columna y se adicionaron 300 pul de la solucién
amortiguadora de elucién (pH 2.0) a lo largo de los lados de la columna sobre la resina.
Se remplazo la tapa y se mezcld. Se incubé la columna durante 5 minutos a TA (37
°C).

6. Se destapo la columna y se coloco el tapdn. La columna se coloca en un tubo de
coleccion y se centrifugo (Vial: E-8). Se neutralizo el pH bajo de la fraccion eluida

afiadiendo 18 ul de Tris 1 M, pH 9.0 (para 300 ul de volumen de elucion).

7. Se repitieron los pasos 5 y 6 segun fue necesario (Viales: E-9, E-10, E-11 y E-
12).
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8. Se regenerq la resina tan pronto como fue posible después de la elucion mediante
el lavado una vez con 300 ul de Solucién 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 analisis.

5.6.4. Lavado y almacenamiento de la columna de afinidad

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

concentracion final de 0.02 %.

1. Se tapd la parte inferior de la columna y se adicionaron 500 pl de la solucion de
lavado. Se reemplazé la tapa y se mezcld. Se removio la tapa y el tapon, se colocé la
columna en un tubo de coleccion, se centrifug6 y se descarté el fluido pasante. Se

repitidé este paso dos veces mas.

2. Se tap6 la parte inferior de la columna y se adicionaron 400 pul de Solucion de
acoplamiento, se reemplazé la tapa y se mezcld. Se removio la tapa y el tapén inferior,
se colocé la columna en un tubo de coleccion, se centrifugé y se descarté el fluido

pasante. Se repitié este paso dos veces mas.

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

resina. Se reemplazo la tapa y se almaceno a 4 °C.
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5.7. Determinacion de la funcion neutralizante de autoanticuerpos anti-

citocinas sobre la actividad biologica de éstas en ensayos de inhibicién in vitro

Para analizar la actividad neutralizante de los autoanticuerpos anti-citocinas se
emplearon lineas celulares, Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC’s),
HEK-Blue o sangre completa, las cuales se estimularon de forma exdgena con la
citocina humana recombinante o el mitégeno, pre-incubados con la muestra sérica

(positiva 0 negativa a la presencia de autoanticuerpos) o con el medio de cultivo.

Después de 12-24 h de incubacién (a 37C, 5%CO2 y 100% humedad) se
compararon los niveles de los efectos de las citocinas neutralizadas por la presencia
0 ausencia de los autoanticuerpos; por lo tanto, se analiz6 cualquier alteracion
producida debido a la funcién neutralizante de los autoanticuerpos especificos sobre
la actividad biologica de fosforilacion del factor de transcripcion STAT-3 inducida por
IL-6, sobre la produccion de IL-12 mediada por IFNy o la via de la sefalizacion de
STAT-4 mediada por IL-2.

5.7.1. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica y lineas

celulares humanas

5.7.1.1. Linea Celular Hep3B

Las células Hep3B fueron donadas por el Dr. Matthew Hoare (CRI, Cambridge, UK),
provenientes del American Type Culture Collection (ATCC-HB 8064), Rockville, MD,
estas son lineas derivadas de carcinoma humano hepatocelular. La suspension de
células Hep3B se obtuvo partir de una concentracion de 1X107 cels/ml, empleando el
medio de cultivo DMEM Suplementado 10% SFB, penicilina-estreptomicina y L-
Glutamina, para la expansion de las células se empled 5 ml de tripsina en una caja de
150 ml con 70-80% de confluencia (Frascos tipo T75 de cultivo celular, 75 cm2, con
rosca con filtro, Cat. # 174952., Thermo Scientific, Fisher®, Tripsina (Sigma Aldrich®,
Cat. No. 7924).
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5.7.1.2. Células Mononucleares de Sangre Periférica

La obtencién de PBMC’s humanas se realizé a partir de sangre completa de donadores
clinicamente sanos, bajo su consentimiento informado. Para su purificacion se emple6
un gradiente de densidad (Ficoll-Paque® Cat. No. GE-17-1440-02), las células fueron
lavadas centrifugando a 2000 rpm durante 10 min a 4 °C y la suspension celular fue
ajustada a una concentracion de 3X10° cel/ml en RPMI 1640-Completo a 37 °C, CO2
al 5%. La viabilidad de las células y el conteo celular se determiné por medio del

método de exclusion del colorante azul de tripan al 0.4%.

5.7.1.3. Linea celular HEK-Blue IL-12

Las células HEK-Blue IL-12 se adquirieron comercialmente de la compaiiia
Invivogen, (NUm. Cat. Hkb-il12) son células HEK293, las cuales estan disefiadas para
detectar IL-12 mediante la activacion de la cascada de sefializacion de STAT 4y se
generaron introduciendo genes del receptor de IL-12, asi como de los factores que
intervienen en su cascada de sefalizacion. Asi mismo, esta linea celular cuenta con el
gen de SEAP (por sus siglas en inglés Secreted embryonic alkaline phosphatase) el

cual es utilizado como gen reportero.

La expansion inicial de las células se realiz6 descongelando el vial en agitacion a
37 °C a bafio maria, una vez descongeladas las células se transfirieron a un tubo que
contenia 15 ml de Medio de Crecimiento DMEM suplementado con 4.5 g/l glucosa,
2mM L-glutamina, FBS inactivado por calor (30 min a 56 °C), Pen-Strep (100 U/ml-
100 pg/ml), 100 pg/ml Normocina). Se centrifugé el tubo a 300 g por 5 min, se removio
el sobrenadante que contenia el agente crioprotector y se resuspendieron las células
en 1 ml de Medio de Crecimiento (sin antibiticos de seleccion), posteriormente, se
transfirieron a un frasco de cultivo de 25 cm? que contenia 5 ml del Medio de
Crecimiento y se incubaron a 37 °C con 5 % de COg, es importante mencionar que se
deben realizar dos pases de las células en Medio de Crecimiento, cada uno de estos

pases debe llevarse a cabo cuando las células alcancen el 70-80% de confluencia.
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Para el mantenimiento de las células, estas se subcultivaron en Medio Selectivo, el
cual contiene el Medio de Crecimiento y la Solucion de Seleccién a 1x (HEK-Blue
Selection) empleando frascos de cultivo de 150 ml (Frascos tipo T75 de cultivo celular,
75 cm2, con rosca con filtro, Cat. # 174952., Thermo Scientific, Fisher). Los pases de
las células deben realizarse dos veces por semana, desprendiendo las células
utilizando PBS y el raspador de células evitando que las células alcancen el 100% de

confluencia.

La preparacion de las células para el ensayo de inhibicion se realiz6 lavando con
PBS tibio, desprendiendo las células utilizando el raspador de células, se contaron y
se evaluo la viabilidad de las células. Posteriormente, las células se centrifugaron a
1200 rpm y se resuspendieron en Medio de Prueba DMEM suplementado con 4.5 g/l
glucosa, 2mM L-glutamina, FBS inactivado por calor (30 min a 56 °C), Pen-Strep (100
U/ml- 100ug/ml), sin Normocina y sin HEK-Blue Selection, preparando la suspension

celular a una concentracion de 320,000 células/ml (3.2 X10° células/ml).

5.7.1.4. Linea celular HEK-Blue IL-6

Las células HEK-Blue IL-6 se adquirieron comercialmente de la compafiia Invivogen,
(Num. Cat. Hkb-il6) son células HEK293, las cuales estan disefiadas para detectar IL-
6 mediante la activacion de la cascada de sefializacion de STAT 3 y se generaron
introduciendo genes del receptor de IL-6 y del factor de transcripcibn STAT 3. Asi
mismo, esta linea celular cuenta con el gen de SEAP, el cual es utilizado como gen

reportero.

La expansion, el mantenimiento y la preparacion de la linea celular HEK-Blue IL-6
para el ensayo del analisis de la funcion neutralizante de autoanticuerpos en la via de
sefalizacion IL-6 empleando las lineas celulares HEK-Blue IL-6 se realiz6 siguiendo la

metodologia descrita para HEK-Blue IL-12.
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5.7.2. Ensayo de inhibicion de la fosforilaciéon de STAT-3 mediada por IL-6

empleando latécnica de Luminex

La evaluacién de la funcion biol6gica de los autoanticuerpos contra IL-6 se
determind midiendo los niveles de fosforilacion de STAT-3, los cuales se cuantificaron
mediante el uso del kit Bio-Plex Pro Cell Signaling Assays (Bio-Rad, Num. Cat.
10024929) empleando la citocina rhiL-6 (Sigma Aldrich).

Se emplearon dos muestras diferentes de sueros humanos con niveles altos de
autoanticuerpos anti-IL-6, simultineamente se incluyé como control negativo un suero
de un individuo clinicamente sano (negativo a la presencia de autoanticuerpos)

previamente evaluados.

5.7.2.1 Pre-incubacion de la rhIL-6 con las muestras séricas para evaluar la
inhibicién de la fosforilacion de STAT-3

Las muestras séricas positivas 0 negativas a la presencia de autoanticuerpos anti-
IL-6 se pre-incubaron con 25 ul de rhiL-6 a una concentraciéon de 50 ng/ml. Como
control positivo del sistema se empled la citocina con el anticuerpo monoclonal anti-IL-
6 a una concentracion de 2 ug/ml. El control negativo del sistema fue cada una de las
condiciones anteriores sin rhiL-6, volumen que fue sustituido por DMEM. Asi mismo,

se incluyo la condicion sin estimulo y sin muestras séricas (50 ul de DMEM por vial).
5.7.2.2. Activacion de la fosforilacion de STAT3 en Hep3B con IL-6

De una suspension celular Hep3B 2x10° células/ml se depositaron 500 pl/vial (1x10°
células) en tubos de 1.5 ml. Cada vial se centrifugd a 1000 x g por 5 min, se descarto
el sobrenadante y las células se resuspendieron con 50 ul de cada una de las
soluciones pre-incubadas que se describieron en el punto anterior. Todos los viales

continuaron con una incubacién de 30 min a TA.
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5.7.2.3. Lisis celular.

Las células se lavaron con 500 ul de solucion de lavado en frio y se centrifugaron a
1000 x g por 5 min. El sobrenadante se retir6 con una micropipeta. Posteriormente se
les adicion6 250 ul de la solucion de lisis (1X Buffer Lisis frio) con el inhibidor de
proteasas recién preparado (PMFS 500 nM). Se agité suavemente el lisado durante
20 minutos a 4 C (incubando en hielo) en un agitador orbital (roto-shake genie,
Scientific industries) en velocidad 6 y modo rock.

5.7.2.4. Determinacion de la concentraciéon de proteinas totales

La concentracion de trabajo para proteina sugerida para analisis de sefializacion es
200 pg/ml (0.15-10 ug/pozo). Para obtener la concentracion de proteina deseada se
utilizé el kit Bio-Rad® DC Protein Assay Cat. No. 500#0112, y se ajusto la
concentracion de proteina con la solucion de lisis frio (1X Bio-Rad Lysis Buffer).

5.7.2.5. Preparacién de las microesferas con el anticuerpo de captura

Las microesferas de captura BioRAD® son suministradas como una solucién stock

20Xy deben protegerse de la luz, estas se agitaron en el vértex durante 1 min.

Las microesferas fueron diluidas a 1X combinando 150 pl de éstas con 2.85 ml de
la solucion de lavado (volumen necesario para 56 pozos, empleando 50 ul/pozo). Se

agitaron las microesferas de captura en el vértex por 15 segundos.

5.7.2.6. Preparacion del anticuerpo de deteccion biotinilado y de la
estreptavidina-PE

La solucion de dilucién contenida en el Kit fue usada para preparar los anticuerpos
de deteccion biotinilados y la estreptavidina-PE. La solucién 20X del anticuerpo de
deteccion biotinilado se agitd en el vortex por 10 segundos, posteriormente se diluyo
1/20 empleando 75 ul de este anticuerpo con 1,425 ul de la solucién de dilucion

(volumen suficiente para 56 pozos de la placa, 25 ul/pozo).
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Posteriormente en el vortex se agitd la estreptavidina-PE (SAPE) 100X por 10

segundos y se diluyeron 30 ul de esta en 2,970 ul de solucién de resuspension.

5.7.2.7. Medicion de la fosforilacion de STAT-3 mediada por IL-6 empleando la

técnica de Luminex

1. Se humedecieron las microplacas de 96 pozos con filtro-BV de 1.2 um el tamafio
del poro (Millipore, Num. Cat. MSBVN1210) agregando 150 ul por pozo de la
solucién de lavado, posteriormente se removi6 el liquido después de 1-2 minutos

mediante un sistema de vacio (Millipore, Nam. Cat. MSVMHTSO00).

2. Enforma independiente, se centrifugaron los lisados celulares a 15,000 x g durante

10 minutos.

3. Posteriormente en cada pozo de la microplaca humedecida se depositaron 50 pl
de la suspension de microesferas-anticuerpo de captura (anti-phosphoSTAT-3) ya
preparadas (previamente agitadas en el vértex), y se removi6 el liquido por medio
de filtracion a vacio. Se realizaron dos lavados con 150 ul por pozo de buffer de

lavado.

4. A continuacién, se agregaron en los pozos correspondientes 50 ul de los lisados
celulares, usando como blanco la solucion de dilucién del anticuerpo. Las placas
se incubaron durante 18 horas a TA con agitacién lenta (450 rpm) en un agitador

orbital horizontal.

5. Después del tiempo de incubacion, se removio el liquido de cada pozo empleando
el sistema de vacio y se realiz6 una serie de tres lavados con 150 ul de buffer de
lavado. Se agregaron 25 ul por pozo del anticuerpo de deteccion (anti-
phosphoSTAT-3 biotinilado) en todos los pozos. Posteriormente se incubaron las
placas a TA durante 30 min, con una agitacion lenta (450 rpm) empleando el

agitador orbital horizontal.
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6. Se removio el liquido de cada pozo empleando el sistema de vacio y se repitio la
serie de tres lavados con 150 pl de solucion de lavado de lavado, dejando 2 min en

agitacion lenta (500 rpm) entre cada lavado.

7. Posteriormente se adicionaron 50 ul/pozo de la solucion de estreptavidina acoplada
a PE previamente diluida (1/100). Se protegieron las placas de la luz e incubaron
durante 10 min a TA y en agitacion (450 rpm) empleando un agitador orbital
horizontal (Thermomixer comfort, Eppendorf, Nim. Cat. 22331).

8. Luego del periodo de incubacion, se lavaron las placas como se describié

anteriormente.

9. Finalmente se agregd un volumen de 125 ul/pozo de solucién de resuspension
contenida en el Kit, se agitaron las placas durante 30 segundos en un agitador
orbital horizontal y se colocaron en el lector Luminex para realizar el andlisis

correspondiente.

5.7.3. Andlisis de la funcidon neutralizante de autoanticuerpos en la actividad

biol6gica de IFNy

La evaluacion de la funcion neutralizante de los autoanticuerpos anti-IFNy sobre la
actividad bioldgica de esta citocina, se determiné realizando la medicién de niveles de
citocinas en sobrenadantes de sangre completa, de donadores clinicamente sanos y
de pacientes positivos a la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy, previamente
estimulada con PHA, PHA/IL-12, LPS o LPS/IFNy. Asi mismo, se analizo la funcion de
dichos autoanticuerpos en la inhibicién de la produccion de IL-12 inducida por IFNy en
PBMCs de donadores clinicamente sanos, estimulando con LPS o LPS/IFNy, en
presencia o ausencia de muestras séricas positivas 0 negativas a la presencia de
autoanticuerpos anti-IFNy. Por otra parte, se llevo a cabo un ensayo directo de la
neutralizacion IFNy recombinante en presencia de autoanticuerpos anti-IFNy, donde

se incubo esta citocina recombinante con las muestras séricas positivas o negativas a
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la presencia de autoanticuerpos contra IFNy, para posteriormente determinar la

concentracion de IFNy empleando la técnica de Luminex.

5.7.3.1. Niveles de citocinas en sangre completa activada

Los niveles de IFNy e IL-12 se midieron en sobrenadantes de sangre completa
previamente estimulada. Se emplearon cuatro muestras diferentes pacientes con
niveles altos de autoanticuerpos anti-IFNy, simultdneamente se incluyé como control
negativo 15 muestras de individuos clinicamente sanos (negativos a la presencia de

autoanticuerpos).

La sangre completa por analizar se diluyo 1:5 en medio RPMI en placas de 96 pozos
de fondo plano (Corning) y se activd por estimulacién. Para medir la produccion de
IFNy, la estimulacién se realizé empleando fitohemaglutinina (PHA; 10 ug/ml; Sigma-
Aldrich) sola o en coestimulacién con 20 pg/ml de IL-12; mientras que para medir la
produccion de IL-12, se utilizé 1 ug/ml de LPS solo o en combinacion con 20,000 1U/ml
de IFNy.

Los sobrenadantes se colectaron posterior a una incubacion de 24 hrs (a 37C,
5%C02 y 100% humedad). Los niveles de citocinas se midieron mediante el ensayo
de arreglo de suspension de microesferas, empleando un kit personalizado adquirido

de R&D Systems, UK; y el lector luminex.

5.7.3.2. Ensayo de inhibicion en la produccion de IL-12 inducida por IFNy
empleando PBMCs

Para el ensayo de inhibicion de la produccion de IL-12 inducido por IFNy se
incubaron 1x10° PBMCs de un individuo clinicamente sano en 100 ul de medio RPMI
en presencia de 20% de muestra sérica de un control sano o de un paciente positivo
a la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy y se estimularon con (1 ug/ml) de LPS solo
0 en coestimulacién con IFNy (2 x 10* IU/ml, Imukin, Boehringer Ingelheim). Los

sobrenadantes se colectaron posterior a una incubacion de 24 hrs (a 37C, 5%CO2 y
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100% humedad). Los niveles de IL-12 (pg/ml) se midieron mediante el ensayo de
arreglo de suspension de microesferas empleando un kit personalizado adquirido de

R&D Systems, UK; y el lector luminex..

5.7.3.3. Ensayo directo de la neutralizacion IFNy recombinante

La capacidad de los autoanticuerpos anti-IFNy de neutralizar el IFNy recombinante
se confirmé incubando IFNy (2 x 10% IU/ml, Imukin, Boehringer Ingelheim) en medio
RPMI con 20% de muestra sérica de un control sano o de un paciente positivo a la
presencia de autoanticuerpos anti-IFNy. La concentracion de IFNy (pg/ml) se midié
mediante el ensayo de arreglo de suspension de microesferas empleando empleando

un kit personalizado adquirido de R&D Systems, UK en el lector luminex.

5.7.4. Analisis de la funcidén neutralizante de autoanticuerpos en la via de
sefalizacion de citocinas (IL-12 e IL-6) empleando las lineas celulares HEK-Blue
IL-12 y HEK-Blue IL-6

La evaluacion de la funcion bioldgica inhibidora de los autoanticuerpos contra IL-12
se determin6 midiendo la activacion de la cascada de sefalizacion de STAT-4,
mediante el uso de las células HEK-Blue IL-12 estimuladas con la citocina rhiL-12
(R&D System, Cat # 892625). De la misma forma, la evaluaciéon de la funcion
neutralizante de autoanticuerpos contra IL-6 se determino utilizando células HEK-Blue
IL-6 estimuladas con la citocina rhiL-6 (Sigma, Cat # H7416) para medir la activacion

de la cascada de sefalizacién de STAT-3.

5.7.4.1 Determinacién de la concentracion de rhiL-12 y rhIL-6 para estimular la

linea celular HEK-Blue correspondiente

Para determinar la concentracion trabajo de las citocinas que se utilizaron como
estimulos de las células HEK-Blue IL-12 y HEK-Blue IL-6, en la realizacién de los

ensayos de inhibicién, se prepararon curvas estandar de respuesta empleando 12
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diferentes concentraciones de cada citocina; para el caso de la rhiL-12 se trabajaron
las concentraciones de 640, 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63 y 0.31 ng/ml,
incluyendo también las condiciones sin estimulo (Medio de Prueba) y el control
negativo de estimulo (thTNFa a 20 ng/ml), mientras que para la curva estandar de
respuesta a rhiL-6 se emplearon las concentraciones 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12,
1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.097 y 0.048 ng/ml, de la misma forma se incluyeron las
condiciones sin estimulo (Medio de Prueba) y el control negativo de estimulo (rhiL-4 a

3 ng/ml).

El ensayo se realiz6 utilizando placas de 96 pozos con fondo plano para cultivo
celular (CytoOne Cat. # CC7682-7596), a las cuales se les agreg6 20 ul de cada una
de las condiciones en los pozos correspondientes y 20 ul de Medio de Prueba. Cada
una de las condiciones se evalud por triplicado. Una vez adicionados los volimenes
correspondientes a cada pozo, las placas se agitaron empleando un agitador orbital
horizontal (Thermomixer comfort, Eppendorf, NUm. Cat. 22331), durante 3 minutos.
Posteriormente, se agregaron 160 nul/pozo de una suspension celular HEK-Blue IL-12
0 HEK-Blue IL-6 a una concentracion de 3.2 X10° células/ml (Aprox. 50,000
células/pozo) y se incubd por 24 hrs a 37 °C y 5% CO-, para posteriormente realizar la

colecta de los sobrenadantes.

Previo a la finalizacion del tiempo de incubacién se prepararon 100 ml de la Solucion
Quanti-blue, utilizando 1 ml del reactivo QB y 1 ml de buffer QB en 98 ml de agua
destilada. La solucion Quanti-blue es estable por 2 semanas a 2-8 °C y 2 meses a -20

°C. Se mezclo utilizando vortex y se incubo por 10 min antes de su uso a 2 -8 °C.

Transcurridas las 24 hrs de incubacion, a cada pozo de una placa de 96 pozos de
fondo plano (Thermo Scientific Nunc Cat. # 439454) se agregaron 180 pl de la solucion
Quanti-blue. A continuacion, se afiadieron 20 ul por pozo de los sobrenadantes
correspondientes. Las placas se incubaron en oscuridad a 37 °C durante 60 min, e

inmediatamente se realizo la lectura de la densidad optica (D.O.) a 620 nm.

La determinacion de la concentracion de citocina para estimular las lineas celulares

HEK-Blue IL-12 o0 HEK-Blue IL-6 se realiz6 tomando en cuenta los valores promedio
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de D.O. de cada una de las condiciones, eligiendo la concentracion de citocina que

estimuld a la linea celular con un porcentaje de respuesta alrededor del 50 %.

5.7.4.2 Ensayo de la funcion neutralizante de autoanticuerpos en la via de
sefializacion de IL-12 empleando la linea celular HEK-Blue IL-12

La evaluacion de la funcién biologica de los autoanticuerpos contra IL-12 se llevo a
cabo empleando una metodologia similar a la determinacién de la concentracion de

rhiL-12 para estimular de la linea celular HEK-Blue IL-12 (punto 5.7.4.1).

Empleando placas de 96 pozos con fondo plano para cultivo celular (CytoOne Cat.
# CC7682-7596), las muestras séricas positivas o0 negativas a la presencia de
autoanticuerpos anti-IL-12 se diluyeron 1/10 con Medio de Prueba, para
posteriormente utilizar 20 ul de cada una de las muestras séricas diluidas o de Medio
de Prueba, los cuales fueron pre-incubados con 20 pl de una solucion de rhiL-12 a una
concentracion de 20 ng/ml. Como control positivo del sistema de inhibicién se emple6
el anticuerpo monoclonal anti-IL-12 a una dilucién 1/100. Cada una de estas
condiciones se evalué en ausencia de la citocina recombinante. Asi mismo, de
referencia se incluy6 la curva estandar de respuesta a rhiL-12 empleando seis
diferentes concentraciones (80, 40, 20, 10, 5, 2.5 ng/ml), las condiciones sin estimulo
(Medio de Prueba) y el control negativo de estimulo (rhTNFa a 20 ng/ml). Una vez
adicionados los voliumenes correspondientes a cada pozo, las placas se agitaron
empleando un agitador orbital horizontal (Thermomixer comfort, Eppendorf, Num. Cat.
22331), durante 3 minutos y después se incubaron en oscuridad y sin agitacion durante

60 min a temperatura ambiente.

Posterior a la incubacion, se agregaron 160 pul/pozo de una suspension celular HEK-
Blue IL-12 a una concentracion de 3.2 X10° células/ml (Aprox. 50,000 células/pozo) y
se incubd en oscuridad por 24 hrs a 37 °C y 5% CO2, para la colecta de los

sobrenadantes.
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Previo a la finalizacion del tiempo de incubacion se prepararon 100 ml de la Solucion
Quanti-blue, utilizando 1 ml del reactivo QB y 1 ml de buffer QB en 98 ml de agua
destilada. La solucion Quanti-blue es estable por 2 semanas a 2-8 °C y 2 meses a -20
°C. Se mezclo utilizando vortex y se incubé por 10 min antes de su uso a 2-8 °C.

Transcurridas las 24 hrs de incubacion, a cada pozo de una placa de 96 pozos de
fondo plano (Thermo Scientific Nunc Cat. # 439454) se agregaron 180 pl de la solucion
Quanti-blue. A continuacién, se afiadieron 20 ul por pozo de los sobrenadantes
correspondientes. Las placas se incubaron en oscuridad a 37 °C durante 60 min, e

inmediatamente se realiz6 la lectura de la D.O. a 620 nm.

Los valores de porcentaje de inhibicién se calcularon utilizando los valores promedio

de D.O. para cada una de las muestras y empleando la siguiente formula:

100 )

0 o _ _
% de Inhibicion: 100 — (D.O0.muestra — D.0.Med.) * (D. O hIL — 12 with Med.

5.7.4.3 Ensayo de la funcidén neutralizante de autoanticuerpos en la via de

sefializacion de IL-6 empleando la linea celular HEK-Blue IL-6

La evaluacion de la funcion biolégica de los autoanticuerpos contra IL-6 se llevo a
cabo empleando una metodologia similar a la realizada para el ensayo de la funcion

neutralizante de autoanticuerpos en la via de sefalizacion de IL-12 (punto 5.7.4.2).

Brevemente, empleando placas de 96 pozos con fondo plano para cultivo celular
(CytoOne Cat. # CC7682-7596), las muestras séricas positivas 0 negativas a la
presencia de autoanticuerpos anti-IL-6 se diluyeron 1/10 con Medio de Prueba, para
posteriormente utilizar 20 ul de cada una de las muestras séricas diluidas o de Medio
de Prueba, los cuales fueron pre-incubados con 20 ul de una solucién de rhiL-6 a una
concentracion de 0.75 ng/ml. Como control positivo del sistema de inhibicién se empled
el anticuerpo monoclonal anti-IL-6 a una diluciéon 1/100. Cada una de estas condiciones
se evalud en ausencia de la citocina recombinante. Asi mismo, de referencia se incluy6

la curva estandar de respuesta a rhiL-6 empleando seis diferentes concentraciones (3,
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1.5, 0.75, 0.37, 0.19, 0.09 ng/ml), las condiciones sin estimulo (Medio de Prueba) y el
control negativo de estimulo (rhiL-4 a 20 ng/ml). Una vez adicionados los volimenes
correspondientes a cada pozo, las placas se agitaron empleando un agitador orbital
horizontal (Thermomixer comfort, Eppendorf, Num. Cat. 22331), durante 3 minutos y
después se incubaron en oscuridad y sin agitacion durante 60 min a temperatura

ambiente.

Posterior a la incubacion, se agregaron 160 nul/pozo de una suspension celular HEK-
Blue IL-6 a una concentracion de 3.2 X10° células/ml (Aprox. 50,000 células/pozo) y
se incub6 en oscuridad por 24 hrs a 37 °C y 5% CO2, para la colecta de los

sobrenadantes.

Transcurridas las 24 hrs de incubacion, a cada pozo de una placa de 96 pozos de
fondo plano (Thermo Scientific Nunc Cat. # 439454) se agregaron 180 nl de la solucion
Quanti-blue, preparada previamente. A continuacion, se afiadieron 20 ul por pozo de
los sobrenadantes correspondientes. Las placas se incubaron en oscuridad a 37 °C
durante 60 min, e inmediatamente se realizé la lectura de la D.O. a 620 nm. Los valores
de porcentaje de inhibicidn se calcularon utilizando los valores promedio de D.O. para

cada una de las muestras, como se indicé anteriormente (punto 5.7.4.2).

5.8. Identificacion de epitopes mediante microarreglos de péptidos

Para la determinacion de epitopes reconocidos por los diferentes autoanticuerpos
detectados, se emplearon microarreglos de péptidos sobrelapados en microchips
generados por un método innovador llamado “Combinatorial Synthesis of Peptide
Arrays onto a Microchip”, la eficiencia y lo practico de este método radica en la cantidad
tan baja de muestra sérica y de péptidos necesarias para el analisis. Dicho servicio se

solicito a la compafiia alemana “PEPperPRINT”.
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5.9. Sintesis y evaluacion de epitopes reconocidos

Posterior a la identificacion de los epitopes reconocidos para IL-6 se realizo la
sintesis del péptido biotinilado correspondiente, posteriormente utilizando el sistema
de estreptavidina-microesferas se evalud el reconocimiento de los epitopes por los
autoanticuerpos presentes en las muestras séricas, esto se realiz6 en forma mono-
plex empleando la metodologia para la evaluacion de los sistemas acoplados (punto
5.2.2). Brevemente, en microplacas de 96 pozos, las microesferas acopladas con
estreptavidina se incubaron con 50 ul del péptido biotinilado sintetizado, durante una
hora a 37 °C y en la oscuridad empleando un agitador orbital, se removié el liquido
mediante sistema de vacio para proceder inmediatamente con una serie de lavados
con 200 pul de PBS-Tween 20. Después, se incubaron con las muestras que resultaron
positivas a la presencia de autoanticuerpos anti-citocina, en las mismas condiciones
que la primera incubacion y se lavo la placa. Posteriormente se agregaron 50 ul/pozo
de una solucién de anticuerpo Anti-lgG-Fc (especie especifico) conjugado con PE y se
incubo la microplaca durante 30 min con agitacion constante a 37 °C. Transcurrido
este tiempo se realizaron tres lavados y se procedié a realizar el analisis en el

dispositivo BioPlex.

5.10. Andlisis estadistico

Las graficas y el andlisis estadistico se llevaron a cabo usando el programa
informatico GraphPad Prism version 6.0 para Windows, GraphPad Software, San

Diego California USA, (http://www.graphpad.com).

La determinacion de una posible relacion entre la presencia de autoanticuerpos anti-
citocinas y el desarrollo de diversas enfermedades se realiz6 mediante una agrupaciéon
jerarquica entre las citocinas evaluadas y las muestras analizadas utilizando el

programa Multiple Experiment Viewer (MeV 4_9 0® for Windows 7).

56


http://www.graphpad.com/

6. RESULTADOS

6.1. Evaluacién del acoplamiento proteico, la integridad antigénica y la

especificidad de algunos sistemas citocina-microesfera

Se realizé el acoplamiento de aquellos sistemas citocinas-microesfera que no se
tenian disponibles, los cuales fueron evaluados de forma monoplex utilizando los
anticuerpos biotinilados especificos para cada una de ellas. Cada sistema se evalu6
por duplicado y se obtuvieron promedio de intensidad de fluorescencia (MFI, del inglés
Mean fluorescence intensity) y las desviaciones estandar (SD) de cada uno de ellos.
En la Figura 1 se observan los valores MFI (xSD) obtenidos para cada uno de estos
sistemas, donde se puede apreciar que dichos valores de MFI fueron mayores a
10,000, indicando que existi6 un alto grado de acoplamiento covalente entre los grupos
aminos primarios de las citocinas y los grupos carboxilos funcionales que se
encuentran en la superficie de las microesferas; asi como, una integridad antigénica

viable y especificidad de los sistemas.

6.2. Determinacion de las interferencias entre los diferentes sistemas de

citocinas-microesferas elaborados

Para determinar las posibles interferencias que pudieran presentarse entre los
diferentes sistemas acoplados, los anticuerpos especificos para cada citocina
(controles positivos) fueron evaluados empleando el ensayo monoplex (para cada
sistema citocina-microesfera en forma individual) y el ensayo multiplex (7plex, todos
los sistemas simultaneamente). En la Figura 2 se muestran los resultados de este
analisis, confirmando la especificidad de los sistemas y donde es posible observar que
no mostraron interferencias considerables, presentando valores de MFI muy similares
cuando se analizaron en forma individual y en forma multiple (7plex), es decir no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre las lecturas de ambas
formas (monoplex y multiplex), empleando la t student como prueba de hipétesis,
p<0.05.
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Figura 1. Evaluacion de los sistemas de citocinas-microesferas acoplados. Valores de
MFI obtenidos en los sistemas de acoplamiento de las citocinas a los diferentes grupos de microesferas,
utilizando los anticuerpos monoclonales biotinilados especificos para cada citocina. Se muestra el valor
promedio +SD de duplicados de la intensidad de fluorescencia obtenida para cada sistema de forma
monoplex.
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Figura 2. Determinacién de las interferencias entre los diferentes sistemas citocinas
acopladas a las microesferas. Los valores MFI de duplicados para cada sistema citocina-
microesfera medidos en forma mudltiple (7plex, eje Y) y monoplex (eje X), empleando los
anticuerpos monoclonales biotinilados especificos para cada citocina, son graficados uno contra
otro. Ningun sistema present6 diferencias estadisticamente significativas entre las lecturas de
ambas formas (prueba t student, p<0.05).
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6.3. Coleccion de muestras séricas

Se analizaron un total de 420 muestras séricas humanas, de las cuales 334
corresponden a pacientes con distintos padecimientos y 86 a individuos clinicamente
sanos (controles negativos). Las muestras se clasificaron de acuerdo con el tipo de

enfermedad que presentaban los pacientes como se muestra en el Tabla 2.

De la coleccion de muestras séricas de felinos, se analizaron 141 muestras de las
cuales 128 pertenecen a pacientes y 13 a individuos clinicamente sanos (controles

negativos) (Tabla 3).

6.4. Analisis serolégico de las muestras humanas

En forma general, los niveles de autoanticuerpos contra citocinas se reportan en
valores MFI, los cuales se emplearon para todos los andlisis realizados, considerando
la evaluaciéon por duplicado de cada una de las diferentes muestras. Los valores MFI
de individuos clinicamente sanos se utilizaron para definir el valor de corte para todos
los autoanticuerpos anti-citocinas, por lo tanto, el calculo del valor de corte se hizo en
funcién del promedio general de MFI +4SD, estableciéndose un valor de corte
generalizado de MFI <6400, permitiendo definir como muestras negativas a todas
aquellas que presentaron éstos valores de MFI; mientras que todas aquellas muestras
séricas que obtuvieron valores MFI 26400 fueron consideradas como positivas. Las
microesferas de BSA (control negativo) se incluyeron en el analisis de los sueros de
pacientes e individuos clinicamente sanos, encontrandose valores negativos (MFI de

6 a 1661) para todos ellos.

Los resultados del analisis para la identificacion de las muestras séricas positivas a la
presencia de autoanticuerpos contra citocinas mostraron que 167 de 300 (56%) sueros
del grupo de pacientes resultaron positivos a autoanticuerpos contra al menos una
citocina, considerando que presentaron valores MFI 26400, mientras que en ninguna
de las muestras séricas del grupo de individuos clinicamente sanos (controles

negativos) se detectaron estos autoanticuerpos (Figura 3).
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Enfermedad NUmero de muestras

Enfermedades Autoinmunes 32
Enfermedades Infecciosas 269
Enfermedades Autoinmunes/Infecciosas 9
Otras Enfermedades 24
Subtotal 334

Controles negativos

Individuos clinicamente sanos 86

Total de muestras analizadas 420

Tabla 2. Numero de muestras séricas humanas analizadas, ordenadas por
padecimiento en el grupo de pacientes, asi como el grupo de individuos clinicamente
sanos (controles negativos).
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Enfermedad

NUmero de muestras

FELV (PCR positivo) 88
FIV (PCR positivo) 5
FELV/FIV (PCR negativo) 31
No diagnosticado 13
Subtotal 137
Controles negativos

Individuos clinicamente sanos 4
Total de muestras analizadas 141

Tabla 3. NUmero de muestras séricas felinas analizadas, ordenadas por padecimiento
en el grupo de pacientes, asi como el grupo deindividuos clinicamente sanos (controles

negativos).
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Figura 3. Deteccion de autoanticuerpos anti-citocinas en muestras séricas humanas mediante el sistema 37-plex citocina-microesfera.
Se grafican los valores promedio de la MFI para los 37 sistemas. Se incluye el sistema de la BSA como control negativo. Donde (o) representa
las muestras séricas de pacientes, y los (e) representan individuos clinicamente sanos (controles negativos).
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Asi mismo, se observd que en 123 de las 334 (41%) muestras de pacientes se
detectaron valores de MFI considerables (=212800) para la presencia de autoanticuerpos
contra al menos una de 23 citocinas reconocidas por éstos (IFNa., IFNB, IFNw, IFNy, IFNA,
IL-28A, IL-28B, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-23, IL-6, IL-12, IL-33, TNFa, BAFF, IL-10, vIL-10
de CMV y EBV, IL-8, IL-27, G-CSF, GM-CSF) y un receptor (IL-6Ra), lo cual indica altos

niveles de autoanticuerpos anti-citocinas en estas muestras.

De forma esquematica, en la Figura 4 se muestran los mapas de calor (Panel A:
Pacientes y Panel B: Individuos clinicamente sanos) de los resultados obtenidos a partir
de la poblacion humana de estudio, incluyendo las 23 citocinas y el receptor contra los
cuales se detectaron autoanticuerpos en las muestras que presentaron valores de MFI
=212800. El programa Multiple Experiment Viewer (MEV 4_9 0®) reporta los valores MFI
empleando una escala de colores, el gradiente de negro a azul representa los valores
bajos (<6400), de verde a naranja los valores intermedios (26400<12800) y de rojo los
valores altos (212800). En el Panel A de esta Figura se observa que el grupo de pacientes
presenté una diversidad en la deteccion de autoanticuerpos con alta reactividad hacia
diferentes citocinas, siendo autoanticuerpos contra IFNa, IL-28B, IL-6 y BAFF los que
presentan mayor niumero de muestras positivas a ellos con valores MFI altos (=12800),
mientras que en el grupo de individuos clinicamente sanos no se observa la presencia de
autoanticuerpos con reactividad hacia ninguna de las citocinas evaluadas, presentando
valores bajos de MFI (MFI de 6 a 5654) (Figura 4, Panel B).

Para un andlisis mas detallado de los resultados, las muestras séricas correspondientes
a los pacientes se clasificaron en cuatro grupos, aquellos que presentaban Enfermedades
Autoinmunes (n=32), Enfermedades Infecciosas (n=269), Enfermedades
Autoinmunes/Infecciosas (n=9) y Otras Enfermedades (n=24), como se mostré en la
Tabla 1.
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Figura 4. Mapa de calor de los valores de MFI de autoanticuerpos detectados contra citocinas en muestras séricas humanas. El eje
X representa las muestras analizadas, mientras el eje Y los anticuerpos anti-citocinas detectados. Los colores mas oscuros (azules y negros)
indican valores de MFI <6400, los colores de verdes a naranjas valores >6400 pero <12800 y los rojos representan las muestras con valores
de MFI > 12800. Panel A: Sueros de pacientes, Panel B: Sueros de Individuos clinicamente sanos.
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Tomando en cuenta la actividad de las citocinas que fueron reconocidas por
autoanticuerpos, se decidié considerar la clasificacion de éstas en IFNs, citocinas

relacionadas a linfocitos Th17, citocinas proinflamatorias y otras citocinas.

En la Figura 5 se reportan los resultados de la presencia de autoanticuerpos contra
siete interferones de las 334 muestras séricas de pacientes humanos analizadas y de las
86 muestras correspondientes a los individuos clinicamente sanos, donde se puede
observar que se detectaron valores altos de MFI (212800) para autoanticuerpos contra
IFNa principalmente en pacientes del grupo de Enfermedades Autoinmunes. En el grupo

de Enfermedades Infecciosas se detectaron autoanticuerpos contra IFNa, IFN® e IFNy.

Asi mismo, se detectaron autoanticuerpos contra IFNo en pacientes del grupo de Otras

enfermedades.

Por otra parte, en el analisis de la presencia de autoanticuerpos contra cuatro citocinas
producidas por los linfocitos Th1l7 o relacionadas a estas células, se observé que los
autoanticuerpos contra la IL-23 fueron los que tuvieron mayores valores de MFI,
principalmente en los grupos de pacientes con Enfermedades Autoinmunes (Figura 6).

Asi mismo, en la Figura 7, se muestran los resultados de autoanticuerpos contra
citocinas proinflamatorias, en donde se observan niveles altos de autoanticuerpos (MFI
=>12800) contra IL-6 e IL-33 en pacientes con Enfermedades Infecciosas, contra IL-6, IL-
6Ra, IL-12 y BAFF en pacientes con Enfermedades Autoinmunes; mientras que en el
grupo de Otras Enfermedades se detectaron principalmente autoanticuerpos contra
BAFF.

Por otro lado, analizando los autoanticuerpos contra otras citocinas (Figura 8) se
detectaron altos niveles de MFI para la presencia de autoanticuerpos contra GM-CSF en
pacientes principalmente del grupo de Otras Enfermedades, mientras en pacientes con

Enfermedades Autoinmunes presentaron autoanticuerpos anti-1L-10.
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Figura 5. Patrén de autoanticuerpos contra interferones en pacientes e individuos clinicamente sanos. Valores de MFI de muestras
séricas de humanos (n=420) analizadas. Considerando la enfermedad las muestras séricas de los pacientes fueron clasificadas en los grupos
siguientes: @ Enfermedades Autoinmunes (n=32), B Enfermedades Infecciosas (n= 269), A Enfermedades Autoinmunes/Infecciosas (n=9),
V¥ Otras Enfermedades (n=24); se incluyen también * los Individuos Sanos (n=386).
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Figura 6. Patron de autoanticuerpos contra citocinas relacionadas a células TH17 en pacientes e individuos clinicamente sanos.
Valores de MFI de muestras séricas de humanos (n=420) analizadas. Considerando la enfermedad las muestras séricas de los pacientes
fueron clasificadas en los grupos siguientes: @ Enfermedades Autoinmunes (n=32), B Enfermedades Infecciosas (n= 269),
A Enfermedades Autoinmunes/Infecciosas (n=9), ¥ Otras Enfermedades (n=24); se incluyen también > los Individuos Sanos (n=86).
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Figura 7. Patron de autoanticuerpos contra citocinas proinflamatorias en pacientes e individuos clinicamente sanos. Valores de MFI
de muestras séricas de humanos (n=420) analizadas. Considerando la enfermedad las muestras séricas de los pacientes fueron clasificadas
en los grupos siguientes: @ Enfermedades Autoinmunes (n=32), B Enfermedades Infecciosas (n= 269), A Enfermedades
Autoinmunes/Infecciosas (n=9), ¥ Otras Enfermedades (n=24); se incluyen también > los Individuos Sanos (n=86).
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Figura 8. Patréon de autoanticuerpos contra otras citocinas en pacientes e individuos clinicamente sanos. Valores de MFI de
muestras séricas de humanos (n=420) analizadas. Considerando la enfermedad las muestras séricas de los pacientes fueron clasificadas en
los grupos siguientes: @ Enfermedades Autoinmunes (n=32), B Enfermedades Infecciosas (n= 269), A Enfermedades
Autoinmunes/Infecciosas (n=9), ¥ Otras Enfermedades (n=24); se incluyen también > los Individuos Sanos (n=386).
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6.5. Andlisis de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas y su relacion

con los grupos de enfermedad en humanos

El andlisis de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas y su relacién con los
grupos de enfermedad en humanos se realizé considerando Unicamente los valores
de MFI mayores 12800. Como se mencion6 anteriormente, de acuerdo con el tipo de
enfermedad que presentaban los pacientes las muestras séricas se clasificaron en
cuatro grupos (Enfermedades Autoinmunes, Enfermedades Infecciosas,
Enfermedades Autoinmunes/Infecciosas y Otras Enfermedades), asi mismo cada
grupo se dividié a su vez en distintos subgrupos en base al diagnostico especifico de

cada paciente.

El andlisis de estos datos se llevé a cabo de acuerdo al programa MEV, el cual
realiza agrupaciones jerarquicas entre los autoanticuerpos anti-citocinas evaluadas y
las muestras analizadas de acuerdo al grupo de enfermedad, definiendo una
asociacion entre la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas y el tipo de

enfermedad.

En la Figura 9 se muestra la agrupacién jerarquica en muestras de pacientes con
Enfermedades Autoinmunes, dicha asociacién permitié establecer cuatro patrones
de reactividad diferentes. Donde el primer patron de muestras séricas (recuadro
naranja) presentd autoanticuerpos con una alta reactividad a IL-10 en cinco muestras,
de las cuales dos presentaban enfermedad celiaca y dos enfermedad inflamatoria
intestinal. ElI segundo patrén (recuadro verde) corresponde a autoanticuerpos contra
IL-6 en pacientes con esclerosis multiple. Asi mismo, el tercer patrén (recuadro rosa)
se presento en cinco pacientes con Timoma en donde se observaron autoanticuerpos
contra IL-12, IFNw, IFNa e IL-23. Finalmente, en el cuarto patron (recuadro azul) se

detectaron autoanticuerpos anti-BAFF en pacientes con sindrome autoinflamatorio.

De igual forma, la agrupacion jerarquica de pacientes con Enfermedades
Infecciosas se presenta en la Figura 10, en donde se identificaron cinco patrones.
En pacientes con COVID-19, se detectaron dos patrones de reactividad, el primero a
IFNa (recuadro amarillo) y el segundo a autoanticuerpos contra IFNa e IFN® (recuadro
rosa). En cuanto al cuarto patrén (recuadro verde) se presento una alta reactividad a

anti-IFNy en pacientes principalmente con infecciones micobacterianas y virales. De
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igual modo, en pacientes con diferentes tipos de infecciones se observo un quinto

patrén a autoanticuerpos contra IL-6 (recuadro naranja).

Por otra parte, en la agrupacion jerarquica de pacientes con Enfermedades
Autoinmunes/Infecciosas (Figura 11) no se observaron patrones de reactividad

definidos.

Finalmente, la Figura 12 muestra los resultados de la agrupacion jerarquica de las
muestras de pacientes con Otras Enfermedades, dicha agrupacion permitié
identificar un patrén de reactividad (recuadro verde) a autoanticuerpos anti-GM-CSF

en pacientes con proteinosis alveolar pulmonar.
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Figura 10. Mapa de calor de los valores de MFI de anticuerpos detectados contra citocinas en muestras humanas. El eje X representa
las muestras analizadas, mientras el eje Y los anticuerpos anti-citocinas detectados. Los colores mas oscuros (azules y negros) indican valores
de MFI <6400, los colores de verdes a naranjas valores 26400 pero <12800 y los rojos representan las muestras con valores de MFI > 12800,
mientras que el gris representa valores no evaluados. Las asociaciones de autoanticuerpos con alta reactividad hacia citocinas en particular se
muestran en recuadros de color: anti- IFNa (recuadro amarillo), anti-IFNa y anti-IFN® (recuadro rosa), anti-IFNy (recuadro verde), y anti-IL-6
(recuadro naranja).
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Figura 11. Mapa de calor de los valores de MFI de anticuerpos detectados contra citocinas en muestras humanas. El eje X representa
las muestras analizadas, mientras el eje Y los anticuerpos anti-citocinas detectados. Los colores mas oscuros (azules y negros) indican valores
de MFI <6400, los colores de verdes a naranjas valores 26400 pero <12800 y los rojos representan las muestras con valores de MFI > 12800,
mientras que el gris representa valores no evaluados.
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Figura 12. Mapa de calor de los valores de MFI de anticuerpos detectados contra citocinas en muestras humanas. El eje X representa
las muestras analizadas, mientras el eje Y los anticuerpos anti-citocinas detectados. Los colores mas oscuros (azules y negros) indican valores
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6.6. Analisis de la relacion de la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy

con el desarrollo del cuadro clinico de COVID-19.

También se realizd el andlisis de la relacion de la presencia de
autoanticuerpos anti-IFNy con el desarrollo del cuadro clinico de COVID-19, por
lo que se compararon los niveles de estos autoanticuerpos en 130 muestras
séricas humanas incluyendo cuatro muestras de pacientes con infecciones por
micobacterias no tuberculosas (NTM) previamente detectados como positivos a
la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy, 56 individuos clinicamente sanos
(HC), 31 pacientes asintomaticos (COV-Asx) y 39 de pacientes con cuadros
clinicos correspondientes a COVID-19 (COV-Pat).

Para determinar si los autoanticuerpos anti-IFNy estaban asociados al
desarrollo del cuadro clinico de COVID-19, se evaluaron las muestras de los
diferentes grupos para la deteccién de estos autoanticuerpos (Figura 13)
observando un incremento mayor en los niveles de autoanticuerpos contra IFNy
en los pacientes COV-Asx y COV-Pat al compararse con los individuos HC,
existiendo una diferencia estadisticamente significativa; asi mismo, los valores
de autoanticuerpos anti-IFNy fueron menores a los presentados en el grupo de
pacientes con NTM. Sin embargo, no hubo una diferencia significativa entre los
grupos de pacientes COV-Asx y COV-Pat analizados.

6.7. Purificacion de autoanticuerpos contra citocinas en humanos

mediante la técnica de cromatografia de afinidad por columna

Se obtuvo la purificacion de cuatro muestras séricas positivas a la presencia
de autoanticuerpos contra IFNy mediante cromatografia de afinidad. Una vez
gue se realizo el proceso de purificacidon, se analizaron las diferentes fracciones
obtenidas de cada columna para evaluar la eficiencia de la técnica y se identificd
la presencia de los autoanticuerpos anti-IFNy empleando el ensayo de Luminex

e incluyendo el sistema de BSA-microesfera como control negativo.
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Figura 13. Niveles de autoanticuerpos anti-IFNy. Niveles determinados en pacientes
con infecciones por micobacterias no tuberculosas (NTM), Individuos clinicamente
sanos (HC), Pacientes asintométicos (COV-Asx) y pacientes con cuadros clinicos de
COVID-19 (COV-Pat). Los valores de P se calcularon asumiendo una distribucién no
gaussiana mediante la prueba U de Mann-Whitney

78



En la Figura 14 se observan los resultados de la purificacion de
autoanticuerpos contra IFNy a partir de las muestras séricas con cédigo R.S.-
S54.46-47 (Panel A), S.M.-S52.49 (Panel B), H.V.P.-S49.21 (Panel C) y W.V.-
S48.24 (Panel D) las cuales fueron positivas a la presencia de éstos con niveles
altos; el lado izquierdo de los paneles de esta Figura 14 corresponde a la
Columna-IFNy; la primera barra muestra cada uno de los sueros originales ([S])
positivos con altos valores de MFI, y en la segunda barra indica las muestras
séricas diluidas 1/2, denominadas suero pre-columna (S 1/2), observando
niveles altos de autoanticuerpos. En la fraccion E (suero post-columna) de esta
misma Columna-IFNy se observa una disminucion de los valores de MFI, lo que
indica un bajo nivel de autoanticuerpos contra IFNy y de esta forma se demuestra
que la mayoria de los autoanticuerpos especificos para IFNy se unieron a esta
citocina acoplada a la Columna-IFNy. Por otra parte, en la Columna-BSA la
fraccion E (suero post-columna) result6 ser lo contrario, donde se obtuvo un valor
alto de MFI, indicando que los autoanticuerpos anti- IFNy no se estan uniendo
de forma inespecifica a una proteina ajena a dicha citocina, como es la BSA. Los
lavados de ambas columnas previos a la elucién corresponden a las fracciones
de la F a la K, por lo que la intensidad de fluorescencia va disminuyendo para

ambas.

En los eluidos de E-1 a E-7 el enlace antigeno-anticuerpo se rompe con el
empled del buffer de elucion (pH 2.8), por lo tanto, el primer eluido de la Columna-
IFNy dio un valor alto de MFI (indicando la elucion de los autoanticuerpos de esta
columna), disminuyendo proporcionalmente en los eluidos sucesivos hasta E-7.
El cambio a un pH mas acido (de 2.0) favorecié ain mas el rompimiento de la
unién antigeno-anticuerpos y por lo tanto en los eluidos E-8, E-9 y E-10 es donde
sucedio un incremento en los valores de MFI, los cuales se observan en todas
las muestras. En cambio, los valores de MFI para todos los eluidos de la columna
de BSA fueron negativos debido a que nunca ocurrid la uniéon antigeno-

anticuerpos anti-IFNy.
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Figura 14. Purificacién de autoanticuerpos anti-IFNy de cuatro muestras séricas. Valores de MFI para las diferentes muestras séricas,
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6.8. Identificacion de epitopes reconocidos por autoanticuerpos anti-IL-6

El mapeo del epitopo reconocido por los autoanticuerpos anti-IL-6 se llevé a cabo
en dos muestras séricas (JS210509 y RW120963) positivas a la presencia de estos
autoanticuerpos, empleando microarreglos de péptidos sobrelapados que cubrian

la secuencia completa de IL-6 humana.

Los resultados del escaneo de la muestra JS210509 (Figura 15, Panel A),
mostraron varias interacciones débiles entre los autoanticuerpos presentes en la
muestra y la secuencia lineal de la IL-6, identificAndose tres sefiales de intensidad
de fluorescencia considerables */LTKLQAQNQW?’ 9 EFEVYLEYQNRF5,
4’NMCESSKEALAENS®Y; reflejandose en zonas poco definidas hacia diferentes
arreglos de péptidos. Mientras que con la muestra RW120963 (Figura 15, Panel B),
no se observaron interacciones claras y bien definidas, detectandose sefales

débiles de interaccién hacia péptidos de la secuencia analizada.

Por otra parte, en estudios previos en el laboratorio, se realiz6 el escaneo de una
muestra positiva a autoanticuerpos anti-IL-6 y se observd una reaccioén hacia dos
péptidos distintivos, el primero SSEALAENNLN®® con una elevada sefial de
intensidad, mientras que con el segundo *RQPLTS?° la sefal fue menor. La
integracion de estos resultados con los obtenidos en el presente proyecto permitio
definir tres secuencias de aminoacidos como posibles epitopos reconocidos por
autoanticuerpos anti-IL-6: SRQPLTS?® (Epitopel), >*EALAENNLN®? (Epitope2) y
176 TKLQAQNQWLQDMT?!®! (Epitope3d). El andlisis in silico utilizé la base de datos
GenBank y el Programa Mega 6.0®, para analizar, reconocer y comparar las
secuencias identificadas en con el microarreglo peptidico (Figura 16), confirmando

gue los epitopos de interés estan situados dentro de la secuencia de la IL-6 humana.
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Figura 15. Mapeo de epitopos a partir de microarreglos peptidicos. Se presentan las

intensidades de fluorescencia detectadas en los diferentes microarreglos de péptidos
empleando dos muestras séricas humanas. Panel A: Muestra JS210509. Panel B: Muestra

RW120963.
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Figura 16. Localizacion de los epitopes reconocidos por autoanticuerpos anti-IL-6. Se
muestran las secuencias de aminoacidos correspondientes al Epitopel (recuadro azul),
Epitope2 (recuadro rojo) y Epitope3 (recuadro amarillo), reconocidas por autoanticuerpos
anti-I1L-6.

83



Asi mismo, empleando el programa Mega 6.0®, se determind si las secuencias
de aminoacidos (aa) de la IL-6 estan conservadas entre diferentes especies
(humana, felina y canina). El andlisis del Epitopel, mostré una homologia del 67 al
100% (Figura 17, Panel A). Con relacién al Epitope2, la homologia presentada
entre las secuencias fue de 100%, siendo la secuencia mayormente conservada
(Figura 17, Panel B). Por ultimo, la secuencia menos conservada se observo en el
analisis de Epitope3, en donde la homologia observada estaba en el rango del 27 a
100% (Figura 17, Panel C).

Adicionalmente, se construyé el modelaje molecular entre la estructura de la IL-
6, el IL-6Ra y la subunidad gpl130, para determinar la posible interaccién de los
epitopes reconocidos por los autoanticuerpos anti-IL-6, y poder especular el efecto
en la via de sefalizacion de la citocina, empleando la herramienta SWISS-MODEL
para la elaboracion de la proyeccion 3D y el programa PyMOL para identificar las

interacciones.

En la Figura 18, se muestra la imagen de la estructura 3D de la interaccidn entre
IL-6 (estructura azul), IL-6Ra (estructura gris) y gpl30 (estructura amarilla). Asi
mismo, en color rojo se muestra la secuencia de Epitope2, la cual presenta
interaccién con la subunidad beta del receptor de IL-6, siendo este complejo el

primer evento en la activacion de la via de sefalizacion de IL-6.

Asi mismo, se puede observar que la secuencia del Epitopel (secuencia morada),
esta ubicada en el extremo N-terminal, mientras que el Epitope3 (secuencia verde)
se localiza cerca del extremo C-terminal, sin embargo, no se observo interaccion

con las secuencias de las subunidades del receptor.

Por otra parte, empleando el programa MEGA 6.0® se determind si las
secuencias de los epitopos reconocidos por los autoanticuepos contra IL-6 eran
compartidas con proteinas de diversos microorganismos. En la Figura 19, se
muestran los resultados de la alineacion multiple para Epitope2 en donde se
observd una homologia mayor del 70% con secuencias de bacterias del género
Staphylococcus. Mientras que, en el analisis del Epitopel y Epitope3, no se

identificaron residuos conservados en secuencias de microorganismos.
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Figura 17. Homologia entre las secuencias de IL-6 de diferentes especies con los epitopos identificados. Se muestran
las alineaciones de las secuencias de IL-6 de cinco diferentes especies y los epitopes reconocidos por los autoanticuepos
contra IL-6. Panel A: Epitopel. Panel B: Epitope2 y Panel C: Epitope3. Los residuos conservados entre las secuencias estan

representados en cajas de colores.
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Figura 18. Modelaje molecular entre la estructura de la IL-6, el IL-6Ra y de

gp130. Se muestra la interaccion entre la IL-6 (estructura azul), IL-6Ra (estructura
gris) y gpl130 (estructura amarilla) generada con el programa PyMOL. Los epitopes
reconocidos por autoanticuerpos anti-IL-6 se representan en diferente color:
Epitopel (secuencia morada), Epitope2 (secuencia roja) y Epitope3 (secuencia

verde).
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Figura 19. Homologia entre la secuencia de Epitope2 reconocido por autoanticuerpos anti-IL-6 y las secuencias de

aa correspondientes a Staphylococcus sp. Se muestran las alineaciones de la secuencia de Epitope2 y las secuencias

HAL09416 y NGV92676 de Staphylococcus sp. Los residuos conservados entre las secuencias estan representados en cajas

de colores.
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6.9. Evaluacion de epitopes reconocidos por autoanticuerpos anti-IL-6

Posterior a la identificacion de los epitopes reconocidos, se realizé la sintesis de
los péptidos biotinilados correspondientes y se evaludé su reconocimiento en 31
muestras séricas positivas a la presencia de autoanticuerpos anti-IL-6. Los
resultados de este andlisis se reportan en la Figura 20, observando valores

considerables de MFI con dos de los tres péptidos evaluados.

Para un analisis mas detallado de los resultados, las muestras séricas se
clasificaron en dos grupos; pacientes con Enfermedades Autoinmunes (n=17) y

pacientes con Enfermedades Infecciosas (n=19).

En la Figura 21 se reportan los resultados del reconocimiento de los péptidos del
grupo de Enfermedades Autoinmunes, donde se puede observar que se
detectaron valores considerables de MFI para autoanticuerpos contra los péptidos

gue constituyen al Epitopel y al Epitope2.

Por otra parte, en el grupo de Enfermedades Infecciosas, se observo poco
reconocimiento hacia los péptidos evaluados, con excepcion de dos muestras en

las cuales se detecto la presencia de autoanticuerpos contra Epitopel (Figura 22).
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Figura 20. Evaluacién del reconocimiento de los epitopos determinados. Se grafican los valores de MFI para los tres epitopos
evaluados en 36 muestras séricas positivas a la presencia de autoanticuerpos anti-IL-6. Los epitopos se representan en barras de color:

Epitopel (barra roja), Epitope2 (barra verde), Epitope3 (barra morada). Se incluye el valor de MFI presentado para anti-IL-6 (barra azul).
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Figura 21. Evaluacion del reconocimiento de los epitopos en pacientes con Enfermedades Autoinmunes. Se grafican los valores
de MFI para los tres epitopos evaluados en muestras séricas del grupo de Enfermedades Autoinmunes (n=17). Los epitopos se
representan en barras de color: Epitopel (barra roja), Epitope2 (barra verde), Epitope3 (barra morada). Se incluye el valor de MFI

presentado para anti-IL-6 (barra azul).
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Figura 22. Evaluacion del reconocimiento de los epitopos en pacientes con Enfermedades Infecciosas. Se grafican los valores
de MFI para los tres epitopos evaluados en muestras séricas del grupo de Enfermedades Infecciosas (n=19). Los epitopos se representan
en barras de color: Epitopel (barra roja), Epitope2 (barra verde), Epitope3 (barra morada Se incluye el valor de MFI presentado para anti-
IL-6 (barra azul).
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6.10. Identificacion de epitopes reconocidos por autoanticuerpos anti-IFNy

En estudios previos realizados por el equipo de trabajo, se llevd a cabo el
escaneo de una muestra positiva a autoanticuerpos anti-IFNy y se observo una
reaccion hacia dos secuencias peptidicas distintivas, la primera
2HELIQVMAELSPA'* con una sefial de reconocimiento elevada por los
autoanticuerpos, mientras que con la segunda °*LNVQRKAIHELIQ!® |a sefial fue
de menor intensidad. Asi mismo, se observo una serie de sefiales débiles de
interaccion hacia diferentes arreglos de péptidos, los cuales coincidian con varios
aa en su secuencia, conservando diez residuos comunes (*IVLGSLGCYC?). El
analisis y la integracion de estos resultados permitié definir tres secuencias de
aminoacidos como posibles epitopos principales reconocidos por autoanticuerpos
anti-IFNy; 2HELIQVMAELSPA2 (Epitopel), 1%4LNVQRKAIHELIQ¢ (Epitope2) y
MIVLGSLGCYC? (Epitope3).

A partir de las secuencias de los epitopos definidos previamente, se realizd un
analisis in silico, empleando la base de datos GenBank y el Programa Mega 6.0®,
para analizar, reconocer y comparar las secuencias identificadas en el microarreglo
peptidico (Figura 23), confirmando que los epitopos de interés estan situados
dentro de la secuencia del IFNy humano.

Asi mismo, empleando el programa Mega 6.0®, se determind si las secuencias
de aa de los epitopes definidos para IFNy estan conservadas entre la secuencia de
IFNy de diferentes especies (humana, felina y canina). El analisis del Epitopel
mostré una homologia de 54 al 100% (Figura 24, Panel A). En relacion con al
Epitope2, la secuencia determinada presenta varios residuos conservados,
observandose una homologia de 69 a 100% con la secuencia del IFNy de otras
especies (Figura 24, Panel A). Por altimo, la secuencia menos conservada entre
las tres especies se observé en el andlisis del Epitope3, en donde la homologia

observada estaba en el rango de 50 a 100% (Figura 24, Panel C).
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Figura 23. Localizacién de los epitopes reconocidos por autoanticuerpos
anti-IFNy. Se muestran las secuencias Epitopel (recuadro rojo), Epitope2 (recuadro

azul) y Epitope3 (recuadro amarillo) reconocidas por autoanticuerpos detectados o
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Panel A

Especie Porcentaje de Species/Abbrv L * = |=
Homologia 1. Epitope1 IFNg -|[HEEIL 1QVMAELSIP
Homo sapiens 100% 2. refiNP 000610.2| Homo sapiens I[HEBIL TQVMAELSP
Canis lupus 62% 3. ref|NP 001003174.1|Canis lupus familiaris | |INfJEIL | KVMND LS PR
Felis catus 54% 4_ref|[NP 001009873 1|Felis catus IINNBLFKVMNDLSIPR
Panel B
£ . Porcentaje de Species/Abbrv A z|= % x| = = *
specie .
Homologia 1. Epitope2 IFNg -ILNVERIRKA | HEL IQVMAEL -
Homo sapiens 100% 2. ref|[NP 000610.2] Homo sapiens LNVEBIRKA | HEBILI QVMAEL
Canis lupus 7% 3. ref|[NP 001003174.1|Canis lupus familiarisBIL Q VAR KA | NIEL | KVMND L
Felis catus 69% 4. ref[NP 001009873.1|Felis catus DILQVEIRKA | NEL - KVMNDL
Panel C
Especie Porcentaje’de _—
Homologia 1. Epitope3 IFNg - LG CYC - - -
Homo sapiens 100% 2. ref[NP 000610.2| Homo sapiens C LG CYCHEID P
Canis lupus 50% 3. ref[NP 001003174.1|Canis lupus familiaris| C LC CNC '
Felis catus 60% 4. ref|[NP 001009873 1|Felis catus c LC Y YIG

Figura 24. Homologia entre las secuencias de IFNy de diferentes especies con los epitopos identificados. Se
muestran las alineaciones de las secuencias de IFNy de cinco diferentes especies y los epitopes determinados. Panel A:

Epitopel. Panel B: Epitope2 y Panel C: Epitope3. Los residuos conservados entre las secuencias estan representados en
cajas de colores.
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Adicionalmente, se construy6 el modelaje molecular entre la estructura del IFNy,
el IFNgR1 y el IFNgR2, para determinar la posible interaccion de los epitopes
reconocidos por los autoanticuerpos anti-IFNy con la via de sefalizacion de la
citocina, empleando la herramienta SWISS-MODEL para la elaboracion de la
proyeccion 3D y el programa PyMOL para identificar las interacciones.

En la Figura 25, se muestra la imagen de la estructura 3D de la interaccion entre
IFNy (estructura azul), IFNgR1 (estructura amarilla) e IFNgR2 (estructura rosa). Asi
mismo, en color rojo se muestra la secuencia del Epitopel, la cual presenta
interaccion principalmente con IFNgR1 formando una estructura intermedia de
union con IFNgR2, donde dichas interacciones producen el complejo de
sefalizacion. En cambio, la secuencia del Epitope3, no se observé en el modelaje
molecular, por lo que no se determind si los aa que constituyen al Epitope3

presentan una interaccion con las secuencias del receptor.

Por otra parte, empleando el programa MEGA 6.0® se determind si las
secuencias de los epitopos determinados eran compartidas con proteinas de
diversos microorganismos. En la Figura 26 Panel A, se muestran los resultados de
la alineacion multiple para Epitopel en dénde se observé una homologia del 77%
con la secuencia WP 210084221.1 de Mycobacterium tuberculosis. Asi mismo, el
Epitope2 mostr6 una homologia del 69% con la secuencia RAQ4562.1 de
Aspergillus flavus (Figura 26, Panel B).
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IFNGR1

Epitope2

Figura 25. Modelaje molecular entre la estructura de IFNy, el IFNgR1 y el
IFNgR2. Se muestra la interaccion entre IFNy (estructura azul), IFNgR1 (estructura
amarilla) e IFNgR2 (estructura rosa) generada con el programa PyMOL. La
secuencia de Epitopel se representa en color rojo y Epitope2 en color verde.

96



Panel A

Microorganismo

Mycobacterium
tuberculosis

Panel B

Microorganismo

Aspergillus flavus

Porcentaje de
Homologia
Species/Abbrv A A [ Kl B [
77% 1. refiWP 210084221.1| Mycobacterium sp. OAES08 WR " RHIEIL I REV -~ AEBILESP P
. 2. Epitope interferon gama human ----HELI| -QVIAEBLEP
Porcentaje de
Homologia Species/Abbrv A x|efe) |2 o R R
1.Epitope2IFNg @ = = = = = = = = = - - VEBRKA HEL | Q-
0,
6% 2. gbjRAQ45621.1|Aspergillus flavus ' QR G DR T VETKATREL |IBE

Figura 26. Homologia entre la secuencia de los epitopes reconocidos por autoanticuerpos anti-IFNy y las secuencias
de aa correspondientes a microorganismos. Panel A. Alineacion de la secuencia del Epitopel y la secuencia WP
210084221.1 de Mycobacterium tuberculosis. Panel B. Alineacion de la secuencia del Epitope2 y la secuencia RAQ4562.1 de
Aspergillus flavus. Los residuos conservados entre las secuencias estan representados en cajas de colores.
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6.11. Actividad neutralizante de autoanticuerpos anti-citocina sobre la funcion

bioldgica de la fosforilacion de STAT-3 mediada por IL-6

La determinacion de los niveles de fosforilacion de STAT-3 se cuantificO mediante el
uso del kit Bio-Plex Pro Cell Signaling Assays empleando la linea celular Hep3B vy la
citocina rhiL-6; para el analisis de la actividad neutralizante de los autoanticuerpos anti-IL-
6 se utilizo la citocina humana recombinante, la cual se pre-incubo en presencia o ausencia
sueros positivos a autoanticuerpos contra IL-6, asi como un control negativo (suero de
individuo clinicamente sano) o el anticuerpo monoclonal anti-IL-6 comercial como control

positivo.

Los resultados de los ensayos de inhibicion mostraron dos patrones interesantes de
respuesta. El primero fue la disminucién de la fosforilacion de STAT-3 en siete de las 16
muestra analizadas (Figura 27), sugiriendo una inhibicion de la actividad biolégica de la
IL-6 por los autoanticuerpos contra dicha citocina, principalmente en muestras de
pacientes del grupo de Enfermedades Infecciosas; mientras que en el resto de las
muestras (nueve de 16) se observé un efecto de exacerbacion de dicha actividad biolégica
de esta citocina (Figura 28) al presentar valores altos de fosforilacion de STAT-3, dichas
muestras pertenecian al grupo de Enfermedades Autoinmunes. Los valores de MFI
indican los niveles de fosforilacion de STAT-3, mostrando que en las células estimuladas
con la citocina en ausencia del autoanticuerpo efectivamente se induce la fosforilacion de
STAT-3, al detectar valores considerables de MFI al emplear un suero negativo a la
presencia de autoanticuerpos anti-IL-6 (barra color naranja) o el medio de cultivo DMEM
completo (barra rosa); en caso contrario, los valores MFI reportados para el anticuerpo
comercial (barra amarilla) demuestran un efecto de inhibicion de la fosforilacion de STAT-
3. En la Figura 27, se puede observar dicha neutralizacion al preincubar con la muestra
sérica (barra verde), apreciando la disminucion de los niveles de fosforilacién de STAT-3;
mientras que en la Figura 28, al preincubar con la muestra sérica (barra azul) se observa
un incremento en los valores de MFI para la fosforilacion de STAT-3, indicando un efecto

de exacerbacion o de no inhibicion sobre la actividad biologica de la IL-6.
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Figura 27. Inhibicion de la fosforilacion de STAT-3 inducida por IL-6. Los niveles de fosforilacién de STAT-3 fueron determinados en
lisados celulares de células Hep3B estimuladas con IL-6 preincubadas con medio (DMEM); Suero negativo a anti-IL-6 (control

negativo), " anti-IL-6 (control positivo), M Muestra sérica positiva a la presencia de autoanticuerpos anti-IL-6. Panel A: RW120963, Panel B:
HP180166, Panel C: JD120256, Panel D: MA070653, Panel E: NB220857(2), Panel F: MH010887, Panel G: KR0O70460.
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Figura 28. Exacerbacién de la fosforilacion de STAT-3 inducida por IL-6. Los niveles de
fosforilacion de STAT-3 fueron determinados en lisados celulares de células Hep3B estimuladas

con IL-6 preincubadas con ™ medio (DMEM); " Suero negativo a anti-IL-6 (control negativo),

anti-IL-6 (control positivo), B Muestra sérica positiva a la presencia de autoanticuerpos anti-IL-
6. Panel A: RL250167, Panel B: NJ130871, Panel C: AS010262, Panel D: NB220857(1), Panel E:
GK250604, Panel F: WA301289, Panel G: MT110981, Panel H: MH010887, Panel I: CT2183.
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6.12. Andlisis de la funcién neutralizante de autoanticuerpos en la actividad
biolégica de IFNy

La capacidad neutralizante de los autoanticuerpos anti-IFNy se evalu6 cuantificando los
niveles de citocinas en sobrenadantes de sangre completa previamente estimulada, el
ensayo de inhibicion de la produccion de IL-12 inducida por IFNy empleando PBMCs vy el
ensayo de neutralizacion del IFNy recombinante en presencia de muestras séricas

positivas 0 negativas a autoanticuerpos anti-IFNy.

6.12.1. Niveles de citocinas en sangre completa activada

La cuantificacion de citocinas en sangre completa activada se realizé estimulando la
sangre completa con PHA sola o en combinacion con IL-12. Posterior a la incubacion se
realizé la medicion de IFNy en los sobrenadantes de las muestras analizadas en ambas
condiciones. Los resultados de este analisis se presentan en la Figura 29, Panel A, en
donde se puede observar que no se detectd IFNy en los sobrenadantes de las muestras
de sangre completa pertenecientes a pacientes positivos a autoanticuerpos anti-IFNy,
sugiriendo una posible funcién neutralizante de dichos autoanticuerpos sobre la actividad
biolégica de la citocina producida endégenamente. Asi mismo, se puede observar que en
las muestras de sangre completa pertenecientes a los individuos clinicamente sanos se
detectaron niveles considerables de la produccién de IFNyen respuesta a ambos

estimulos.

De forma similar, se evalud la produccion de IL-12 inducida por LPS o LPS/IFNy en
sangre completa. En la Figura 29, Panel B, se puede observar que después la
estimulacién se detectaron niveles bajos de IL-12 en los sobrenadantes de las muestras
de sangre completa de pacientes positivos a autoanticuerpos anti-IFNy, mientras que en
los sobrenadantes de las muestras de individuos clinicamente sanos (sin la presencia de
autoanticuerpos anti-IFNy) la produccién de IL-12 se presento en cantidades considerables
(Figura 29, Panel B).
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Figura 29. Niveles de citocinas en sangre completa activada. Los niveles de citocinas fueron
determinados en los sobrenadantes después de la activacion de sangre completa de pacientes
positivos a la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy o de individuos clinicamente sanos
(negativos a autoanticuerpos contra IFNy). Las muestras de pacientes (PT) se muestran en circulos
verdes, mientras que los individuos clinicamente sanos (CT) se presentan en circulos grises. Panel
A: Produccion de IFNy por estimulaciéon con PHA o PHA/IL12. Panel B: Produccién de IL-12
inducida por LPS o LPS/IFNYy.
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6.12.2. Ensayo de inhibicion de la produccion de IL-12 inducida por IFNy en
PBMCs

Para demostrar la funcion neutralizante de autoanticuerpos anti-IFNy se activaron
PBMC'’s de un individuo clinicamente sano con LPS o LPS/IFNy en presencia de 20% de
muestra sérica de un individuo clinicamente sano (control negativo a la presencia de
autoanticuerpos contra IFNy) o de un paciente positivo a la presencia de estos
autoanticuerpos. Posterior a una incubacion de 24 hrs, se midieron los niveles de IL-12 en

los sobrenadantes.

Los resultados de este andlisis se muestran en la Figura 30, donde se puede observar
gue en la estimulacién con LPS o LPS/IFNy se detect6 la produccion de IL-12 en PMBC’s
incubadas con la muestra sérica del control negativo; mientras que en los sobrenadantes
de las células estimuladas e incubadas con la muestra sérica del paciente no se detecto
IL-12, demostrando la capacidad de los autoanticuerpos anti-IFNy, presentes en la muestra
sérica del paciente, de neutralizar la actividad del IFNy exdgeno (utilizado como estimulo),

asi como, el IFNy producido endégenamente.

6.12.3. Ensayo de neutralizacion IFNy recombinante

La capacidad de los autoanticuerpos anti-IFNy presentes en la muestra sérica del
paciente se confirmé incubando durante una hora IFNy recombinante en medio RPMI con
20% de muestra sérica de un control negativo (individuo clinicamente sano) o de un
paciente positivo a la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy. En la Figura 31 se puede
observar que en presencia de la muestra sérica del control sano se detectaron niveles
considerables de IFNy recombinante; mientras que, en presencia de la muestra sérica del
paciente los niveles de IFNy, fueron bajos, sugiriendo una completa unién de los
autoanticuerpos anti-IFNy al IFNy recombinante y, por lo tanto, confirmando la actividad
de neutralizacion de dichos autoanticuerpos en la funcion biolégica de esta citocina

observada en los ensayos de inhibicion mencionados anteriormente.
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Figura 30. Inhibicion de la produccion de IL-12 inducida por LPS o por la coestimulacion
de LPS+IFNYy. Los niveles de IL-12 fueron determinados en sobrenadantes de PMBCs estimuladas
con LPS o LPS+IFNy incubadas con M muestra sérica de individuos clinicamente sanos (CT) y

Muestra sérica positiva a la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy (PT).
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Figura 31. Neutralizaciéon IFNy recombinante humano. Niveles de IFNy determinados
posterior a una incubacion de la citocina con una muestra sérica de individuos clinicamente sanos
(CT) y una positiva a la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy (PT).
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6.13. Andlisis serolégico de las muestras felinas

En forma general, los niveles de autoanticuerpos contra citocinas se reportan en valores
MFI, los cuales se emplearon para todos los analisis realizados, considerando la
evaluacion de cada una de las diferentes muestras por duplicado. Los valores MFI de
individuos clinicamente sanos se utilizaron para definir el valor de corte para todos los
niveles de autoanticuerpos anti-citocinas, por lo tanto, el célculo del valor de corte se hizo
en funcion del promedio general de MFI +4SD, estableciéndose un valor de corte
generalizado de MFI <6000, permitiendo definir como muestras negativas a todas aquellas
gue presentaron éstos valores de MFI; mientras que todas aquellas muestras séricas que
obtuvieron valores MFI 26000 fueron consideradas como positivas. Las microesferas de
BSA (control negativo) se incluyeron en el analisis de los sueros de pacientes e individuos

clinicamente sanos, encontrandose valores negativos (MFI de 263 a 1474) para todos ellos.

Los resultados del analisis para la identificacion de las muestras séricas positivas a la
presencia de autoanticuerpos contra citocinas mostraron que 90 de 137 (66%) sueros del
grupo de pacientes resultaron positivos a autoanticuerpos contra al menos una citocina y
dos receptores, considerando que presentaron valores MFI 26000, mientras que en
ninguna de las muestras séricas del grupo de individuos clinicamente sanos (controles

negativos) se detectaron estos autoanticuerpos (Figura 32).

Asi mismo, se observo que en 53 de las 137 (39%) muestras de pacientes se detectaron
valores de MFI considerables (=12000) para la presencia de autoanticuerpos contra al
menos una de seis citocinas reconocidas por éstos (IFNy, IL-28B, IL-6, IL-12, IL-10 e IL-
18) y dos receptores (IL-6Ra e IL-28Ra), lo cual indica altos niveles de autoanticuerpos

anti-citocinas en estas muestras séricas.
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Figura 32. Deteccién de autoanticuerpos anti-citocinas en muestras séricas felinas mediante el sistema 34-plex citocina-microesfera.
Se grafican los valores promedio de la MFI para los 34 sistemas. Se incluye el sistema de la BSA como control negativo. Donde (e) representa

las muestras séricas de pacientes, y los (e) representan individuos clinicamente sanos.

107



De forma esquematica, en la Figura 33 se muestran los mapas de calor (Panel A:
Pacientes y Panel B: Individuos clinicamente sanos) de los resultados obtenidos a partir
de la poblacién felina de estudio, incluyendo las seis citocinas y los dos receptores contra
los cuales se detectaron muestras séricas que presentaron valores de MFI =212000. El
programa Multiple Experiment Viewer (MEV 4_9 0®) reporta los valores MFI empleando
una escala de colores, el gradiente de negro a azul representa los valores bajos (<6000),
de verde a naranja los valores intermedios (26000 y <12000) y de rojo los valores altos
(212000). En la Figura 33, Panel A se observa que el grupo de pacientes presenté una
diversidad en la deteccion de autoanticuerpos con alta reactividad hacia diferentes
citocinas, siendo autoanticuerpos contra IL-12 y el receptor IL-6Ra los que presentan los
valores MFI altos (=12000) en un mayor numero de muestras, mientras que en la Figura
33, Panel B se presenta al grupo de individuos clinicamente sanos donde no se observa
la presencia de autoanticuerpos con alta reactividad hacia ninguna de las citocinas
evaluadas, presentando valores bajos de MFI (promedio MFI =1170).

Para un analisis mas detallado de los resultados, las muestras séricas correspondientes
a los pacientes felinos se clasificaron en cuatro grupos, FELV (PCR positivo) (n=88), FIV
(PCR positivo) (n=5), FELV/FIV (PCR negativo) (n=31) y No diagnosticados (n=13),
como se mostr6 en la Tabla 2, los grupos se subdividieron en si los felinos presentaban o

no alguna sintomatologia.

Tomando en cuenta la actividad biologica de las citocinas que fueron reconocidas por
autoanticuerpos, se decidié considerar la clasificacion de éstas en dos grupos, IFNs y otras

citocinas.

En la Figura 34 se reportan los resultados de la presencia de autoanticuerpos contra
tres interferones de las 128 muestras séricas de pacientes humanos analizadas y de las
13 muestras correspondientes a los individuos clinicamente sanos, donde se puede
observar que se detectaron valores altos de MFI (=12000) para autoanticuerpos contra IL-

28Ra principalmente en pacientes del grupo de FELV (PCR positivo).

Por otra parte, en el analisis de la presencia de autoanticuerpos contra cinco citocinas
diferentes, se observo que los autoanticuerpos contra la IL-12 e IL-6Ra fueron los que

tuvieron mayores valores de MFI, en un mayor numero de muestras (Figura 35).
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Figura 33. Mapa de calor de los valores de MFI de autoanticuerpos detectados contra citocinas en muestras felinas. El eje X
representa las muestras analizadas, mientras el eje Y los anticuerpos anti-citocinas detectados. Los colores mas oscuros (azules y negros)
indican valores de MFI <6000, los colores de verdes a naranjas valores 26000 pero <12000 y los rojos representan las muestras con valores
de MFI > 12000. Panel A: Muestras de pacientes, Panel B: Individuos clinicamente sanos.
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Figura 34. Patron de autoanticuerpos contra interferones en pacientes e individuos clinicamente sanos. Valores de MFI de muestras
séricas de felinos analizadas. Las enfermedades fueron agrupadas en: @ FELV con sintomas (n=55), B FELV sin sintomas (n= 33), A Neg
FELV con sintomas (n=26), *FIV (n=5), ¥ Neg FIV con sintomas (n=5), ¢ No diagnosticados (n=4); se incluyen también * los Individuos

Sanos (n=13).
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Figura 35. Valores de MFI de muestras séricas de felinos analizadas. Las enfermedades fueron agrupadas en: @ FELV con sintomas (n=55),
B FELV sin sintomas (n= 33), A Neg FELV con sintomas (n=26), *FIV (n=5), ¥ Neg FIV con sintomas (n=5), ¢ No diagnosticados (n=4);
se incluyen también * los Individuos Sanos (n=13).
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6.14. Analisis de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas y su

relacion con enfermedades en felinos

El andlisis de la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas y su relacion con
los grupos de enfermedad en felinos se realizé considerando Unicamente los
valores de MFI mayores 12000. Como se mencion0 anteriormente, de acuerdo
al tipo de enfermedad que presentaban los pacientes las muestras séricas se
clasificaron en cuatro grupos FELV (PCR positivo), FIV (PCR positivo), FELV/
FIV (PCR negativo) y No diagnosticados, asi mismo cada grupo se dividio a

su vez en distintos subgrupos en base al diagndstico especifico de cada paciente.

El andlisis de estos datos se llevd a cabo mediante agrupaciones jerarquicas
entre los autoanticuerpos anti-citocinas evaluados y las muestras analizadas,
empleando el programa MEV, dichas agrupaciones se realizaron de acuerdo con
el grupo de enfermedad para definir una asociacion entre la presencia de

autoanticuerpos anti-citocinas y el tipo de enfermedad.

En la Figura 36 se muestra la agrupacion jerarquica en muestras de pacientes
FELV (PCR positivo), esta asociacion permiti6 establecer un patrén de
reactividad a IL-12 e IL-6Ra (recuadro rosa) en pacientes que presentaban

signos clinicos de enfermedad.

Asi mismo, en la Figura 37 se detecté un patrén de reactividad hacia IL-12
(recuadro amarillo) en pacientes FIV/IFELV (PCR negativo) que presentaban

diversas sintomatologias

Por otra parte, en la agrupacién jerarquica de pacientes FIV (PCR positivo)
(Figura 38) y No diagnosticados (Figura 39) no se observaron patrones de
reactividad definidos.
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Figura 36. Mapa de calor de los valores de MFI de anticuerpos detectados contra citocinas en muestras felinas positivas a FELV (PCR

-citocinas detectados. Los colores mas oscuros

mientras el eje Y los anticuerpos anti
, los colores de verdes a naranjas valores 26000 pero <12000 y los rojos representan las

’

positivo). El eje X representa las muestras analizadas

(azules y negros) indican valores de MFI <6000

muestras con valores de MFI > 12000, mientras que el gris representa valores no evaluados. La asociacion de autoanticuerpos con alta

reactividad hacia IL-12 e IL-6Ra se muestra con el recuadro de color rosa.
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Figura 37. Mapa de calor de los valores de MFI de anticuerpos detectados contra citocinas en muestras felinas de pacientes
FIVV/IFELV (PCR negativo). El eje X representa las muestras analizadas, mientras el eje Y los anticuerpos anti-citocinas detectados. Los
colores mas oscuros (azules y negros) indican valores de MFI <6000, los colores de verdes a naranjas valores 26000 pero <12000 y los rojos
representan las muestras con valores de MFI > 12000, mientras que el gris representa valores no evaluados. La asociacion de autoanticuerpos
con alta reactividad hacia IL-12 se muestra con el recuadro de color amarillo.
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6.15. Actividad neutralizante de autoanticuerpos anti-citocina sobre la activacion

de la sefializacion por STAT-4 mediada por IL-12 o por STAT-3 mediada por IL-6

La evaluacion de la funcién bioldgica de los autoanticuerpos contra IL-12 o IL-6Ra se
determind midiendo la activacion de la cascada de sefializacion de STAT-4 mediante el
uso de las células HEK-Blue IL-12 estimuladas con la citocina rhiL-12 y la activacion de
la cascada de sefalizacion de STAT-3 para la estimulacion con la citocina rhiL-6 de las
células HEK-Blue IL-6.

Las células lineas celulars HEK-Blue estan disefiadas para detectar la citocina ya que
cuentan con los genes de su receptor, sus factores de sefializacion, asi como el gen de
SEAP el cual es utilizado como gen reportero. Por lo tanto, se obtuvo la lectura de
absorbancias dadas por el SEAP inducido por la sefializacién de IL-12 o IL-6 a través de
los factores de transcripcion STAT-4 o STAT-3, respectivamente; los valores de D.O. se
emplearon para determinar las concentraciones de las citocinas para estimular las lineas
celulares, asi como para el célculo del porcentaje de inhibicién en presencia o ausencia

de los autoanticuerpos anti-citocinas.

6.15.1 Determinacion de la concentracion de rhlL-12 para estimular de la linea
celular HEK-Blue IL-12

Para determinar la concentracion de trabajo de rhiL-12 que se utilizé como estimulo
de las células HEK-Blue IL-12 se realiz6 una curva estandar de respuesta a rhiL-12,
empleando 12 diferentes concentraciones (640, 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25,
0.63 y 0.31 ng/ml), incluyendo también las condiciones sin estimulo (Medio de Prueba) y
el control negativo de estimulo (rhTNFa a 20 ng/ml). Los valores promedio de D.O
obtenidos para cada una de las concentraciones evaluadas se muestran en la Figura 40,
donde se puede apreciar que en las concentraciones 640, 320, 160, 80 ng/ml el valor de
D.O. alto se mantiene similar entre ellas; sin embargo, a partir de la concentracion 40
ng/ml se presenta un decrecimiento en los valores de D.O, observando que a partir de la
concentracion de 5 ng/ml la D.O obtenida es cercana a cero. Por otra parte, en la

concentracion de 20 ng/ml se presenta un porcentaje de respuesta alrededor del 50 %,
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por lo que se eligio trabajar con la concentracién de 20 ng/ml en el ensayo de inhibicién.
Las condiciones sin estimulo (Medio de Prueba) y el control negativo de estimulo (rhTNFo
a 20 ng/ml) se incluyeron en el andlisis, encontrandose valores de D.O cercanos a cero,

demostrando que no se activaba la via de sefializacién por STAT4 en ausencia de IL-12.

6.15.2 Determinacién de la concentracion de rhlL-6 para estimular la linea celular
HEK-Blue IL-6

Para determinar la concentracion de trabajo de rhiL-6 que se utiliz6 como estimulo de
las células HEK-Blue IL-6 se realizé una curva estandar de respuesta a rhiL-6, empleando
12 diferentes concentraciones (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.097
y 0.048 ng/ml), incluyendo también las condiciones sin estimulo (Medio de Prueba) y el

control negativo de estimulo (rhiL-4 a 3 ng/ml).

Los valores de D.O obtenidos para cada una de las concentraciones evaluadas se
muestran en la Figura 41, donde se pueden apreciar que en las concentraciones mas
altas (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12) el valor de D.O. es considerablemente alto y se
mantiene un valor similar entre ellas; sin embargo, a partir de la concentracion 1.56 ng/ml
se presenta un decrecimiento los valores de D.O. Por otra parte, en la concentracion de
0.75 ng/ml se presenta un porcentaje de respuesta alrededor del 50 %, por lo que se
eligié trabajar con la concentracion de 0.75 ng/ml en el ensayo de inhibicién. Las
condiciones sin estimulo (Medio de Prueba) y el control negativo de estimulo (rhiL-4 a 3
ng/ml) se incluyeron en el analisis, encontrandose valores de D.O cercanos a cero,

demostrando que no se activa la via de sefializacion por STAT3 en ausencia de IL-6.
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Figura 40. Determinacion de la concentracion de rhiL-12 para estimular de la linea celular HEK-
Blue IL-12. Se presentan los niveles de D.O obtenidos empleando las 12 diferentes concentraciones
de rhiL-12 (640, 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63 y 0.31 ng/ml) y las condiciones sin estimulo

(rhTNFo a 20 ng/ml).
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Figura 41. Determinaciéon de la concentracién de rhlL-6 para estimular de la linea celular HEK-
Blue IL-6. Se presentan los niveles de D.O obtenidos empleando las 12 diferentes concentraciones
de rhiL-6 (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.097 y 0.048 ng/ml) y las condiciones
sin estimulo (rhiL-4-a 3 ng/ml).
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6.15.3 Ensayo de la funcidon neutralizante de autoanticuerpos en la via de

sefalizacion de IL-12 0 IL-6

Considerando la variaciéon de los niveles de autoanticuerpos anti-IL-12 detectados en
las muestras de felinos de los diferentes grupos de enfermedad y tomando en cuenta que
en estudios previos realizados por el equipo de trabajo, donde se ha observado que
autoanticuerpos contra citocinas en niveles de MFI de 1500 pueden presentar inhibicion
de su citocina blanco; se evalu6 la inhibicion de la sefalizacion de STAT-4 por
autoanticuerpos anti-IL-12 con todas las muestras de felinos de los diferentes grupos de
enfermedad.

El ensayo de la inhibicion de la sefalizacién por STAT-4 se llevd a cabo empleando la
linea celular HEK-Blue IL-12 y la citocina rhlL-12, para el analisis de la actividad
neutralizante de los autoanticuerpos anti-IL-12 se utilizo la citocina a una concentracion
de 20 ng/ml, la cual se pre-incubd con las muestras séricas (Pacientes e individuos
clinicamente sanos), Medio de Prueba (control positivo de respuesta) o el anticuerpo
monoclonal anti-IL-12 comercial (control positivo de inhibicién). Considerando el valor
promedio de D.O. del control positivo de respuesta como el 100 % de ésta, se realizo el

calculo de los valores de porcentaje de inhibicion para cada muestra.

Los resultados de este analisis se presentan en la Figura 42, en donde podemos
observar valores mayores de porcentaje de inhibicién en los grupos de pacientes al
compararse con los individuos clinicamente sanos, existiendo una diferencia
estadisticamente significativa; asi mismo, los valores de porcentaje de inhibicién fueron
mayores en el grupo de pacientes FIVV (PCR negativos). Para determinar si existia una
diferencia significativa entre los diferentes grupos de enfermedad se calcularon valores
de P asumiendo una distribucion no gaussiana mediante la prueba U de Mann-Whitney,
los cuales fueron p>0.05 por lo que no hubo una diferencia significativa entre los grupos

de pacientes.

Por otra parte, para determinar si existia una relacidbn entre los niveles de
autoanticuerpos contra IL-12 y el porcentaje de inhibicion de la sefializacion por STAT4,
se elabor¢ la Figura 43 en donde se presentan los valores de MFI de los autoanticuerpos

anti-IL-12 en el eje de las X y en el eje de las Y los valores de porcentajes de inhibicién
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del efecto de la IL-12 evaluando la sefalizacién por STAT4 en las HEK-Blue IL-12,
posteriormente se llevo a cabo un analisis de correlacion en el que se obtuvo un valor de

p= 0.7 y una r= 0.04, indicando una correlacién nula entre estas variables.

Por otra parte, el ensayo de la inhibicion de la sefializacién por STAT-3 se llevo a cabo
empleando la linea celular HEK-Blue IL-6 y la citocina rhiL-6, para el analisis de la
actividad neutralizante de los autoanticuerpos anti-IL-6Ra se utilizd la citocina a una
concentracion de 0.75 ng/ml, la cual se pre-incubd con las muestras séricas (pacientes e
individuos clinicamente sanos), Medio de Prueba (control positivo de respuesta) o el
anticuerpo monoclonal anti-IL-6 comercial (control positivo de inhibicion). Considerando
el valor promedio de D.O. del control positivo de respuesta como el 100 % de ésta, se
realizod el calculo de los valores de porcentaje de inhibicidbn para cada muestra. Los
resultados de este analisis mostraron que los autoanticuerpos anti-IL-6Ra detectados en
las muestras séricas no presentaron efecto de neutralizacién de la funcién de esta

citocina recombinante (resultados no mostrados).
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Figura 42. Porcentaje de inhibicion de la sefalizacién por STAT-4 de IL-12. Niveles de
porcentaje determinados en muestras de pacientes e Individuos clinicamente sanos. Las
enfermedades fueron agrupadas en: FELV (PCR Positivos), FIV (PCR Positivos), FELV/FIV (PCR
Negativos), No diagnosticados (ND), asi mismo se incluye el anticuerpo monoclonal anti-IL-12
biotiniladdo como control positivo de inhibicion y muestras de individuos clinicamente sanos (HC)
como controles negativos.
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Figura 43. Gréafica de dispersiéon de los valores de MFI de autoanticuerpos anti-IL-12 y los
valores de porcentaje de inhibicidn del efecto de la IL-12 sobre la sefializacién por STAT4
en las HEK-Blue IL-12.
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7. DISCUSION

Recientemente, los autoanticuerpos anti-citocinas se han descrito como una
importante y emergente causa de padecimientos. Existen diversas enfermedades, como
la proteinosis alveolar pulmonar causada por la presencia de autoanticuerpos contra el
GM-CSF, infecciones con micobacterias no tuberculosas, debido a la presencia de
autoanticuerpos anti-IFNy; asi como, la prevalencia de autoanticuerpos contra IL-12 e
IFNy en individuos con miastenia gravis y timoma (Barcenas-Morales, Jandus, &
Doffinger, 2016; Browne, 2014; Browne & Holland, 2010a; Meager et al., 2003).

Los pacientes con severa susceptibilidad a infecciones producidas por bacterias
intracelulares pueden presentar altos niveles de autoanticuerpos hacia IFNy, una citocina
que es de crucial importancia para la eliminacion de este tipo de patégenos tales como
Mycobacterium y Salmonella. También se han reportado autoanticuerpos contra IL-6 en
pacientes con abscesos subcutaneos y celulitis estafilococal recurrente. Estudios mas
recientes relacionan una susceptibilidad a infecciones por hongos a la presencia de a
autoanticuerpos contra IL-17 e IL-22 (Cappellano et al., 2012; Doffinger et al., 2004; Dubin
& Kolls, 2008; Jaanika Karner et al., 2016; Smita Y. Patel et al., 2005). Ademas de estas
presentaciones altamente patolégicas mencionadas anteriormente, los autoanticuerpos
anti-IL-12 también se manifiestan en artritis reumatoide, timoma y ciertos tipos de

canceres (Meager et al., 2003).

7.1 Evaluaciéon de los sistemas citocina-microesfera

El disponer de sistemas citocina-microesfera que permitan el analisis de muestras
séricas para detectar la presencia de autoanticuerpos anti-citocinas, representa una
enorme ventaja en el diagnostico de infecciones atipicas recurrentes en pacientes que
no tienen antecedentes de padecimientos genéticos y que sin embargo, presentan un
cuadro e historia clinica muy similar a pacientes con inmunodeficiencias primarias que
afectan al sistema inmune (mutaciones en componentes involucrados en el desarrollo de

la respuesta inmunitaria necesaria para el control de agentes infecciosos).

A pesar de que, comercialmente, es posible obtener sistemas de anticuerpos

acoplados a microesferas de poliestireno para detectar niveles de citocinas en diferentes
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tipos de muestras; no existe la disponibilidad comercial de sistemas de citocinas
acopladas a microesferas para la deteccion de anticuerpos anti-citocinas, por lo que la
elaboracion de estos sistemas de acoplamiento fue de gran importancia practica para
llevar a cabo el presente estudio, donde se considero la realizacion de la evaluacion de
los sistemas citocinas-microesfera para demostrar que existié un exitoso acoplamiento
covalente entre los grupos aminos primarios de las citocinas y los grupos carboxilos
funcionales que se encuentran en la superficie de las microesferas, confirmando también

la viabilidad de la integridad antigénica de los sistemas.

Por otro lado, se determinaron las posibles interferencias entre los diferentes sistemas
de acoplamiento, no existiendo este fendmeno entre ellos, permitiendo su uso en forma
simultdnea en la realizacion del analisis de muestras séricas para la deteccion de la
presencia de autoanticuerpos anti-citocinas empleando el ensayo de arreglo de
microesferas en suspension multiple, basado en la técnica de citometria de flujo.
Resultados similares fueron reportados en estudios anteriores en donde no se observé

una interferencia entre los diferentes sistemas analizados (Autran, 2019; Cortes, 2019).

7.2 Autoanticuerpos anti-citocinas en humanos

El andlisis de los resultados de pacientes humanos se enfocé en las 123 muestras que
presentaron valores altos de MFI (=12800), indicando altos niveles de autoanticuerpos
contra 23 citocinas (IFNa, IFNB, IFN®, IFNy, IL-17A, IL-17F, IL-21, I1L-23, IL-6, IL-12, IL-
33, TNFa, BAFF, IL-10, vIL-10 (CMV), vIL-10 (EBV), IL-8, IL-27, G-CSF, GM-CSF) y un
receptor (IL-6Ra).

De ésta forma, en pacientes con Enfermedades Autoinmunes, principalmente con
enfermedad inflamatoria intestinal se detect6 la presencia de autoanticuerpos contra IL-
10, ésta citocina es secretada por linfocitos CD4*Th2, células CD4*Tregl, mastocitos y
linfocitos B; su principal funcion es antiinflamatoria, ya que inhibe la secrecion de citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6, TNFa e IL-12 (Wang et al., 2016; Moore et al., 2001);
reportes recientes mencionan que la disfuncion de ésta citocina y de su receptor en
humanos pueden causar enterocolitis severa como en el caso de la enfermedad

inflamatoria intestinal (Meng, 2019: Zhu, 2017; Engelhardt, 2014). Asi mismo, en estudios
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recientes se observé una disminucion en la produccion de IL-10 en pacientes con
enfermedad celiaca (Hofmann, 2018), por lo que la deteccion de la presencia de
autoanticuerpos contra IL-10 en el presente estudio podria ser un factor importante en el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, como se presentd en los pacientes con

padecimientos intestinales (enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad celiaca).

De igual forma, en pacientes con esclerosis multiple se detectaron autoanticuerpos
anti-IL-6. La IL-6 es una citocina producida por monocitos activados, células T y células
endoteliales, en el sistema nervioso central es expresada por células neuronales y de la
glia; esta citocina presenta un efecto pleiotrépico en la inflamacion, la respuesta inmune
y la hematopoyesis (Tanaka, 2014; Erta, 2012; Stelmasiak, 2000). Estudios previos
reportan que la expresion de IL-6 en pacientes con esclerosis multiple complica las
manifestaciones clinicas promoviendo la generacién de células Th1l7 patogénicas en
organos linfoides periféricos (Samoilova et al., 1998; Petkovik & Castellano, 2016). Por
otra parte, se han reportado altas concentraciones de IL-6 en sueros de pacientes que
presentaron periodos mas largos de la esclerosis multiple; asi mismo se ha documentado
un incremento en la expresion de IL-6 en monocitos de pacientes con esclerosis multiple
(Stampanoni et al., 2020; Stelmasiak et al., 2000). Por lo tanto, en el presente trabajo, se
podria especular que los autoanticuerpos contra la IL-6 detectados en los pacientes con
enfermedades autoinmunes podrian estar exacerbando la funcién inflamatoria en el

individuo hasta el punto de producir el cuadro autoinmune.

Por otra parte, BAFF es un componente esencial de la respuesta inmune innata, es
producido por células dendriticas y neutréfilos, funcionalmente inducen la expresion de
receptores tipo Toll (TLR) en células B y coopera con sefales duales BCR/TLR que
impulsan la diferenciacion de células B independientes de linfocitos T (Jackson &
Davidson, 2019). En general, la sefalizacion combinada de BCR/TLR9 induce la
proliferacion de células B seguida de muerte celular por apoptosis; sin embargo,
Sindhava et al. en 2017, reportaron que un exceso de BAFF permite que células B post
proliferativas se diferencien en células plasmaticas de vida corta, capaces de causar un
efecto patdégeno (Sindhava et al., 2017). En el presente estudio, también se detectaron
altos niveles de autoanticuerpos contra BAFF en pacientes con Enfermedades

Autoinmunes, estos resultados concuerdan con lo reportado por Price et al. en 2013,

127



quienes identificaron autoanticuerpos contra BAFF en el suero de pacientes con
problemas autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico (LES) y demostré que
estos autoanticuerpos neutralizan la actividad de BAFF en cultivos celulares; ademas,
reporta una correlacion positiva entre la presencia de autoanticuerpos neutralizantes
contra BAFF vy las caracteristicas asociadas con un perfil de enfermedad de LES mas

grave (Price et al., 2013).

En pacientes con Enfermedades Infecciosas, principalmente con infeccion por
SARS-CoV-2 se detecto la presencia de dos patrones importantes de autoanticuerpos,
uno hacia IFNa e IFN®w y otro uUnicamente a IFNa. EI SARS-CoV-2 es un virus
perteneciente a la familia de los coronavirus y es causante de la enfermedad por
coronavirus de 2019 (COVID-19); el genoma del virus SARS-CoV-2 esta comprendido
por una cadena de RNA en sentido positivo y codifica cuatro proteinas estructurales,
siendo la proteina espiga (S, spike), la proteina de envoltura (E, envelope), la proteina de
membrana (M, membrane) y la proteina nucleocépside (N, nucleocapsid); se considera
gue las proteinas S y N son los inmunogenos principales del virus (Yang, 2020; Hu, 2020;
Zhu, 2019; Meyer, 2014).

El IFNa y el IFNo forman parte de los interferones tipo I, los cuales son un gran
subgrupo de proteinas interferobn que ayudan a regular la actividad del sistema
inmunolégico y su secrecion se induce como respuesta a la presencia de ARN viral de
simple o doble cadena. Interesantemente, la deteccién de autoanticuerpos contra estos
dos interferones en pacientes positivos a SARS-CoV-2 encontrada en el presente estudio
coincide con lo reportado por Bastard et al. en el 2020, en donde reporta la presencia de
autoanticuerpos contra interferones tipo len el 13.7 % de los pacientes estudiados con
COVID-19 en un estado critico, remarcando la importancia de este tipo de interferones
en la inmunidad protectora contra SARS Cov-2 y estableciendo una relacién entre la
presencia de autoanticuerpos neutralizantes contra interferones tipo | y la complicacion
de COVID-19 (Bastard, 2020).

Por otra parte, seis pacientes del grupo de Enfermedades Infecciosas que padecian
infecciones micobacterianas y Vvirales presentaron niveles considerables de
autoanticuerpos contra IFNy, coincidiendo con una serie de estudios anteriores que

reportan que pacientes con severa susceptibilidad a infecciones producidas por bacterias
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intracelulares pueden presentar altos niveles de autoanticuerpos hacia IFNy, el cual es
de crucial importancia para la eliminacion de este tipo de patdégenos tales como
Mycobacterium y Salmonella (Barcenas-Morales, 2016; Browne, 2014; Browne & Holland,
2010a; Doffinger et al., 2004;Hdoflich et al., 2004; Meager et al., 2003).

Asi mismo, se identificaron autoanticuerpos contra IL-6 principalmente en pacientes
del grupo de Enfermedades Infecciosas producidas por diversos agentes patégenos
(bacterias, virus y hongos). La IL-6 tiene gran importancia en la inmunocompetencia a
través de su papel en la defensa contra infecciones virales, parasitarias, fungicas y
bacterianas (Velazquez-Salinas et al., 2018; Rose-John et al., 2017; Neveu et al., 2009).
En estudios previos, se ha confirmado la presencia de autoanticuerpos neutralizantes
anti-IL-6 en pacientes humanos con abscesos subcutaneos y celulitis estafilococal
recurrente (Nanki et al., 2013; Puel, 2013; Puel et al., 2008a). Por otra parte, se ha
reportado que la sobreexpresion de IL-6 durante la respuesta inmune viral podria inducir
la persistencia viral, al afectar la polarizacién, asi como la funcionalidad de las células
Th1, viéndose disminuida la capacidad litica de las células T CD8 a través de diferentes
mecanismos, causando infecciones cronicas (Velazquez-Salinas et al., 2019); por lo tanto,
los autoanticuerpos contra las IL-6 detectados en el presente trabajo podrian estar
inhibiendo la funcién de la citocina ocasionando un incremento en la susceptibilidad a

infecciones.

Con respecto a los pacientes que sufren de una proteinosis alveolar pulmonar (PAP)
del grupo de Otras enfermedades, presentaron autoanticuerpos contra el GM-CSF. El
GM-CSF es importante para la diferenciacion y funcion de los macréfagos alveolares y
es necesario para la eliminacion del colesterol en estos macréfagos, siendo la reduccion
de esta funcion del GM-CSF la principal causa de la acumulacién del colesterol
impulsando el desarrollo de la Proteinosis Alveolar Pulmonar (PAP); por lo tanto los
autoanticuerpos contra GM-CSF, detectados en pacientes con este padecimiento,
podrian estar afectando la funcion de la citocina hasta el punto de producir el cuadro
clinico de PAP, lo cual coincide con estudios previos en los que se confirma una relacion
entre la funcion afectada de GM-CSF por la presencia de autoanticuerpos y PAP,
resultando grados variables de insuficiencia respiratoria y disfuncién de células mieloides,

lo que aumenta el riesgo de infecciones (Knight, 2016; Carey, 2010; Kitamura et al., 1999).
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7.3 Relacion de la presencia de autoanticuerpos anti-IFNy con el desarrollo del
cuadro clinico de COVID-19.

Por otra parte, se analiz6 si existe una posible relacion entre la presencia de
autoanticuerpos anti-IFNy y el desarrollo de la enfermedad COVID-19 en los grupos de
pacientes asintométicos y enfermos, detectando anti-IFNy en ambos de ellos, no
observando una relacion directa entre los niveles presentes de estos autoanticuerpos y
la el desarrollo del cuadro clinico de COVID-19; dichos resultados no concordaron con lo
reportado para los autoanticuerpos contra los IFNs tipo I, en donde se observé una
relacion clara entre la presencia de altos niveles de autoanticuerpos anti-IFNa y anti-IFNo,
y el desarrollo de cuadros clinicos mas severos de COVID-19 (Bastard et al., 2020). Sin
embargo, estos resultados sugieren que la aparicién de autoanticuerpos anti-IFNy se
desarrolla durante el curso de la infeccién por SARS-Cov2, lo que permite especular que
su capacidad neutralizante contra IFNy es limitada al no observar una diferencia
significativa de los niveles de autoanticuerpos contra IFNy entre los grupos de pacientes
asintomaticos (COV-Asx) y de pacientes con cuadros clinicos correspondientes a COVID-
19 (COV-Pat).

7.4. Purificacion de autoanticuerpos anti-IFNy

Por otra parte, en este estudio se realiz6 la purificacion de autoanticuerpos contra
citocinas a partir de cuatro muestras séricas positivas a autoanticuerpos contra IFNy,
empleando la técnica de cromatografia de afinidad por columna. Con respecto a esta
técnica, se puede mencionar que resultd exitosa, lo cual se demostr6 empleando el
ensayo de arreglo de microparticulas en suspensién mdultiple (Luminex), obteniendo
valores de MFI menores en la muestra sérica después de pasarla por la Columna-IFNy
gue en la muestra pre-columna o después de su paso por la columna-BSA; mientras que
después de los lavados (fracciones que presentaron valores bajos de MFI), cuando se
inicié con la elucion de los autoanticuerpos unidos en la columna-IFNy, se obtuvieron
valores considerables de MFI en algunas de las fracciones eluidas, confirmandose la

obtencion de los autoanticuerpos anti-IFNy purificados.
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La técnica de cromatografia de afinidad por columna aprovecha la caracteristica de
que para la formacion del complejo antigeno-anticuerpo intervienen enlaces no
covalentes considerando la capacidad de disociacion de la union antigeno-anticuerpo en
medios acidos al debilitar las interacciones electrostaticas, o puentes de hidrégeno
(Reverberi, 2007; Ross & Pawlina, 2013). El andlisis de las fracciones obtenidas en la
purificacion de autoanticuerpos contra IFNy, mostré un incremento de los valores de MFI
con el cambio a un pH mas acido (pH2.0), esto concuerda con el reporte de Schoenardie
et al., donde menciona que el uso de un desestabilizante de puentes de hidrégeno como
el buffer de elucion pH 2.8, para disociar la union entre el anticuerpo especifico y el
antigeno, conlleva a que los anticuerpos de baja afinidad se disocien mas facilmente del
antigeno, mientras que aquellos con mayor afinidad requieran un medio mas acido (pH.
2.0), para ser eluidos de la columna (Schoenardie, 2014). Por lo tanto, los
autoanticuerpos eluidos E8-E9 obtenidos empleando un pH. 2.0 presentan mayor
afinidad a IFNy en comparacion con los eluidos E1 al E4 obtenidos a pH. 2.8, coincidiendo
con estudios previos en los que se evalud la avidez de autoanticuerpos purificados, en
los que se presentd un mayor indice de avidez en los eluidos que se obtienen con el
buffer a un pH. 2.0 (Zavala, 2016).

7.5. Epitopos reconocidos por autoanticuerpos anti-citocinas y su efecto en la

actividad bioldgica de estos mediadores

Los autoanticuerpos anti-IL-6 detectados en las muestras séricas reconocieron
principalmente al Epitope2, cuya secuencia (*®*EALAENNLN®3) interacciona con una
region de la subunidad gp130 del receptor de IL-6, siento este complejo el primer evento
en la activacion de la via de sefalizacion de IL-6, por lo que el reconocimiento de este
epitopo por los autoanticuerpos anti-IL-6 pudieran estar afectando la unién de esta
citocina con su receptor (IL-6Ra), especificamente con la subunidad gp130; afectando la
actividad bioldgica de IL-6 y su via de sefalizacion ( Zhang et al. 2015, Balliu, 2019).

Considerando que los autoanticuerpos que reconocieron al Epitope2 presentaron
un incremento en la fosforilacion de STAT-3 mediada por IL-6, es importante mencionar
que la sefalizacion de IL-6 se presenta por dos vias; la clasica y la trans. La sefalizacion

clasica se da cuando la citocina reconoce al receptor unido a la membrana celular,
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mientras que la sefializacion trans requiere que la citocina se une a la forma soluble del
receptor (slL-6Ra) (Rose-John, 2012). Asi mismo, Scheller et al. en el 2006 reportaron
gue la forma soluble de gp130 (sgp130) inhibe la respuesta de IL-6 mediada por sIL-6Ra
sin interferir en la sefializacion clasica, mencionando que, en modelos de inflamacion,
esta inhibicion de la via trans fue suficiente para disminuir el progreso de la inflamacion
(Scheller, 2006). Por lo que el incremento los autoanticuerpos anti-IL-6 detectados en
algunas de las muestras podrian estar inhibiendo la interaccion entre slL-6Ra y sgp130
favoreciendo la sefializacion y produciendo el cuadro inflamatorio que presentaban los
pacientes.

Asi mismo, se observé que los autoanticuerpos anti-IL-6 que no reconocieron
ninguno de los tres epitopes analizados presentaron una inhibicién de la fosforilacién de
STAT-3, por lo que el reconocimiento de estos autoanticuerpos y su consecuente funcion
neutralizante podria ser ocasionada por una interaccién del autoanticuerpo con un
epitope conformacional de la citocina.

De forma interesante, la secuencia del epitopo principal presenté una homologia
alta con dos secuencias de Staphylococcus sp. lo cual sugiere que el mimicrismo
molecular podria ser un mecanismo subyacente al desarrollo de estos autoanticuerpos,
sin embargo, no se cuenta con evidencia directa de exposicion previa a Staphylococcus
sp. de los pacientes analizados.

Por otra parte, el Epitopel reconocido por autoanticuerpos anti-IFNy, éste presenta
una secuencia de aa (*?HELIQVMAELSPA'4), que se localiza en una zona de
importancia para la activacion de la via del IFNy, ya que es la secuencia de aa que esta
involucrada en la unién del IFNy con IFNgR1, donde la interaccion de los autoanticuerpos
con el epitopo sugiere una posible inhibicidon de la unidén de la citocina con su receptor,
neutralizando la funcion bioldgica del IFNy humano (Yassamut, 2019). Dicha sugerencia
puede ser soportada considerando los resultados de la evaluacion de la funcion
neutralizante de autoanticuerpos anti-IFNy, en donde se observé una inhibicion de la
actividad biolégica de la citocina, coincidiendo con reportes previos, donde se demostré
gue estos autoanticuerpos presentan una funcidon neutralizante sobre la actividad
biologica del IFNy en ensayos in vitro (Doffinger et al; 2004; Hoflich et al., 2004;
Kampmann et al., 2005; Patel et al., 2005).
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7.6 Autoanticuerpos anti-citocinas en felinos

Por otro lado, el andlisis de los resultados de pacientes felinos se enfocé en las 53
muestras que presentaron valores MFI 212,000 indicando altos niveles de
autoanticuerpos contra seis citocinas (IFNy, IL-28B, IL-6, IL-12, IL-10 e IL-18) y dos
receptores (IL-6Ra e IL-28Ra).

Se detectaron niveles considerables de autoanticuerpos contra IL-12 e IL-6Ra en
pacientes positivos a FELV, y solo a IL-12 en pacientes con FIV. FELV y FIV son causas
comunes de inmunodeficiencias secundarias en felinos, sin embargo, los mecanismos de
desarrollo aun siguen siendo estudiados (Sykes, 2010). Ambos virus son responsables
de una importante morbilidad y mortalidad en la poblacion felina, estando asociados con
numerosos enfermedades multisistémicas y trastornos generalmente cronicos de los
gatos, por lo que los signos clinicos son variados (Hartmann, 2012; Willis, 2000). La IL-
12 es una citocina involucrada en la induccién y regulacion de respuestas antivirales ya
que esta participa en la activacion de la citotoxicidad en las células CD8 + T y NK,
especialmente potenciando la produccién IFNy (Leutenegger et al., 2000; Gherardi, 2000).
Ademas, existen estudios en humanos infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) que reportan una actividad anormal de la IL-12 en donde las células
infectadas con VIH presentan una alteracion en las dos subunidades que la forman y
dicha alteracion ha sido también descrita en felinos positivos a FIV (Leutenegger et al.,
2000).

Debido a la carencia de reportes de autoanticuerpos anti-citocinas relacionados con
enfermedades infecciosas y/u otros padecimientos en felinos, no es posible contrastar la
informacion obtenida en el presente estudio con otros trabajos, para establecer una
relacion mas clara de la presencia de estos autoanticuerpos y ciertos tipos de afecciones.
Sin embargo, existen estudios en caninos en donde se reporta una relacién entre la
presencia de diferentes autoanticuerpos anti-citocinas y el desarrollo de diversas
patologias, observando niveles considerables de autoanticuerpos contra citocinas de la
familia de la IL-12, como lo es la IL-23, en pacientes con enfermedades autoinmunes o
infecciosas (Autran, 2019). Asi mismo, en otro estudio se detectaron altos niveles de
autoanticuerpos contra IL-12 en muestras seéricas de pacientes caninos con

enfermedades autoinmunes o infecciosas (Cortes, 2019). De igual forma Kampmann en
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2005 y DelLeon en el 2014, asocian pacientes humanos presentando enfermedades
autoinmunes e infecciosas (principalmente con micobacterias no tuberculosas) con la
presencia de autoanticuerpos contra ciertos componentes del sistema inmunitario, como
son las citocinas IFNy e IL-12 (DeLeon, Chung, Opal, & Dworkin, 2014; Kampmann et al.,
2005).
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8. CONCLUSIONES

8.1 Los sistemas de citocina-microesfera elaborados presentaron un alto grado de
acoplamiento y una integridad antigénica viable, asi mismo, no existi0 una interferencia
entre los diferentes sistemas, permitiendo su uso en el ensayo de arreglo de microesferas

en suspension multiple de Bioplex.

8.2 Se detectd la presencia de autoanticuerpos contra al menos una de 23
diferentes citocinas y un receptor en 41% de los pacientes humanos analizados; asi
mismo, se confirmad la utilidad de sistemas con citocinas humanas recombinantes para la
deteccion de autoanticuerpos anti-citocinas en la especie felina, detectdndose
autoanticuerpos contra al menos una de seis citocinas y un receptor en 39% de los

pacientes.

8.3  Existi6 una relacién de la presencia de autoanticuerpos contra IL-6, IFNy, GM-
CSF, IL-10, BAFF, IL-28B, IFNa o IFNw, y los cuadros clinicos de pacientes que
presentaban enfermedades infecciosas o autoinmunes; sin embargo, no se observo una

relacion directa entre los niveles autoanticuerpos anti-IFNy y la severidad de COVID-19.

8.4  Los autoanticuerpos contra IL-6 o IFNy detectados presentaron un efecto
sobre la actividad biolégica de estos mediadores quimicos, el cual podria estar

relacionado con el reconocimiento de los epitopes identificados de estas citocinas.

8.5 La alta homologia entre las secuencias de los epitopes reconocidos por
autoanticuerpos contra IL-6 o IFNy y las secuencias proteicas de microorganismos,
sugiere un mecanismo de mimetismo molecular como una posible causa del desarrollo

de estos autoanticuerpos.

8.6  La correlacion nula entre los niveles de autoanticuerpos anti-IL-12 y la funcion
biol6gica neutralizante, asi como la ausencia de una diferencia significativa entre los
diferentes grupos de pacientes felinos analizados, sugiere que estos autoanticuerpos

podrian no estan implicados en el desarrollo de infecciones virales.
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8.7 Larelacion determinada entre la presencia de autoanticuerpos contra citocinas
y ciertos padecimientos en humanos soporta la posible utilizacion del ensayo de arreglo
de microesferas en suspension multiple para la deteccién de autoanticuerpos anti-
citocinas, como una herramienta para el diagnéstico de ciertas enfermedades infecciosas

0 autoinmunes.
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10.APENDICE

Citocinas y sus funciones

IFNy

El IFNy es el unico miembro de los IFNs tipo Il y es secretado por las células T (Th1y T
CD8+), células B y células NK. Es una citocina pleiotropica que participa en las diferentes
respuestas inmunoldégicas, tales como la inmunidad mediada por células, la inflamacion,
la produccion de anticuerpos y la infeccion viral, siendo considerada la citocina clave en
la defensa contra agentes infecciosos intracelulares. El IFN-y activa los macréfagos en el
sitio de la inflamacién aumentando su capacidad fagocitica mediante la induccion de la
autofagia para la eliminacion de patdgenos intracelulares y el aumento de la secrecion
de citocinas proinflamatorias. Ademas, puede regular la produccion de anticuerpos para
modular las respuestas de las células B. La produccién de IFNy puede ser inducida por
citocinas (principalmente IL-12 e IL-18) o por la activacion de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Senala a través del IFNy receptor (IFNyR; que
comprende el IFNyR1 y el IFNyR2 subunidades) y activa multiples vias de sefializacion,
especialmente las vias de JAK y STAT (Gocher et al., 2021; Ivashkiv, 2018; Kak et al.,
2018; Rincon-Delgado et al., 2021).

IL-6

La IL-6 es una citocina producida por varios tipos celulares (fibroblastos, queratinocitos,
células endoteliales, macréfagos, células neuronales y de la glia, entre otras) en
respuesta al dafio tisular o a infecciones. IL-6 presenta actividad pleiotropica que participa
en la inflamacion, la hematopoyesis y en la respuesta contra infecciones virales,
parasitarias, fungicas y bacterianas. La IL-6 induce la sintesis de proteinas de fase aguda
en los hepatocitos y también desempefia un papel importante en la respuesta inmunitaria
adquirida mediante la estimulacion de la produccién de anticuerpos y del desarrollo de
células T efectoras. Ademas, la IL-6 puede promover la diferenciacion o proliferacion de
varias células no inmunitarias. Sefiala a través de un complejo de receptores clase |
constituido por IL-6 Ra y la subunidad gp130 activando una cascada de sefializacion de
transduccion a través de los factores STAT y JAK (Tanaka, 2014; Erta, 2012; Stelmasiak,
2000 Velazquez-Salinas et al., 2018; Rose-John et al., 2017; Neveu et al., 2009).
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GM-CSF

El GM-CSF es un factor de crecimiento hematopoyético, puede ser producida por
células mieloides, CD, linfocitos T, linfocitos B y células no hematopoyéticas (tales como
células endoteliales, condrocitos y células epiteliales alveolares de tipo Il). Entre sus
principales funciones se encuentra la diferenciacion de células del linaje mieloide, el
desarrollo y mantenimiento de macrofagos alveolares pulmonares, la activacion de
neutrofilos (incluyendo fagocitosis, estallido oxidativo y produccion de oxido nitrico) y la
angiogénesis. EI GM-CSF ejerce sus funciones uniéndose a un receptor heterodimérico
(GM-CSFR) que esté constituido por una cadena a especifica de unién a ligando de baja
afinidad (GM-CSFRa) y dos cadenas B transductoras de sefales (GM-CSFR[]). La union
de GM-CSF a las dos cadenas inicia la sefializacion JAK-STAT (Lee et al., 2020; Trapnell
et al., 2019; Wicks & Roberts, 2015)

IL-12

La IL-12 es una citocina proinflamatoria heterodimérica conformada por dos subunidades
IL-12p40 e IL-12p35, es producida por macrofagos y células dendriticas (CD). La IL-12
es una citocina que induce la diferenciacion de células T virgenes en células Thl, asi
mismo, estimula la produccion de IFNg y TNFa a partir de células T por lo que esta
involucrada en la proteccion contra patdgenos intracelulares. También participa en la
activacion de la citotoxicidad en las células CD8 + T y NK, especialmente potenciando la
produccion IFNy. La IL-12 sefala a través de un receptor heterodimérico formado por IL-
12Rb1 e IL-12Rb2 induciendo la via JAK-STAT (Leutenegger et al., 2000; Gherardi, 2000;
Liu et al., 2005; Ullrich et al., 2020).

IFN tipo |

Los IFNs tipo | son un gran subgrupo de proteinas interferon que comprende al menos
trece IFNa, dos tipos de IFNb y el IFN®. Los IFN tipo | ayudan a regular la actividad del
sistema inmunolégico y son secretados por varios tipos de células como respuesta a la
presencia de ARN viral de simple o doble cadena. Los IFNs tipo | presentan una
capacidad para inducir directamente una respuesta antiviral dentro de las células
infectadas y circundantes inhibiendo la replicacion del virus e indirectamente mediante la

estimulacion de las respuestas inmunoldgicas antivirales, innata y adaptativa. Los IFNs
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ejercen su efecto mediante la union al receptor IFNR el cual costa de dos componentes
distintos IFNAR1 e IFNAR2 (Crouse et al., 2015; Ivashkiv & Donlin, 2013).

IL-10

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina es una citocina proinflamatoria que juega
participa en la limitacion de la respuesta inmunitaria del huésped a los patdégenos, lo que
previene el dafio al huésped y mantiene la homeostasis normal del tejido. Es secretada
por linfocitos CD4*Th2, células CD4*Tregl, mastocitos y linfocitos B. La IL-10 inhibe la
secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, TNFa e IL-12. Como todas las
citocinas, las respuestas celulares de la IL-10 dependen de las interacciones con sus
receptores de superficie, para el caso de la IL-10 es el IL-10R. El receptor de hlL-10 (hIL-
10R) consiste en dos subunidades diferentes (hlL-10R1 e hIL-10R2), este complejo de
sefializacion activo induce la ruta de transduccién de sefales JAK / STAT (Wang et al.,
2016; Moore et al., 2001; Bakiri & Mingomataj, 2019; lyer & Cheng, 2012; Ouyang &
O’garra, 2019).
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Resumen

Los autoanticuerpos anticitocinas (ACAA) han sido reportados como causa importante de inmunodeficiencias secundarias.
Altos titulos de autoanticuerpos neutralizantes pueden causar susceptibilidad a diferentes enfermedades infecciosas poten-
cialmente mortales. Por ejemplo, se ha informado que autoanticuerpos neutralizantes contra IFNy se correlacionan con
susceptibilidad a infecciones micobacterianas y patogenos fungicos intracelulares. Autoanticuerpos contra IL-6 se detectaron
en pacientes con abscesos subcutdneos y celulitis estafilocdcica recurrente; asimismo, pacientes con criptococosis, nocar-
diosis y proteinosis alveolar pulmonar fueron positivos a autoanticuerpos contra GM-CSF. También se ha establecido una
relacion entre los autoanticuerpos contra IL-17 e IL-22 y las infecciones crdnicas por Candida en mucosas, que se han
identificado en pacientes con poliendocrinopatia autoinmune tipo 1 o timoma. Recientemente se han reportado autoanticuer-
pos contra interferdn tipo | durante el inicio de COVID-19 aguda. Estos ACAA se asemejan a defectos genéticos en citocinas
0 en sus rutas de sefalizacion. Por ello, pueden considerarse fenocopias de inmunodeficiencias primarias. De esta forma,
la deteccion de ACAA podria ser importante en el diagndstico, particularmente en pacientes con enfermedades de aparicion
tardia, para decidir los tratamientos apropiados. Esta revision presenta una descripcion general de la comprension actual de
las inmunodeficiencias secundarias asociadas a ACAA.

Anticuerpos anticitocinas. Anti-GM-CSF. Anti-IFNy. Anti-IL-6. Inmunodeficiencia secundaria.

Secondary immunodeficiencies related to the presence of anti-cytokine
autoantibodies

Abstract

Anti-cytokine autoantibodies (ACAA) have been reported to be an important cause of secondary immunodeficiencies. High
titers of neutralizing autoantibodies may cause susceptibility to different life-threatening infectious diseases. For example,
neutralizing autoantibodies against IFNy have been reported to be correlated with susceptibility to mycobacterial infections and
intracellular fungal pathogens. Autoantibodies against IL-6 were detected in patients with subcutaneous abscesses and recur-
rent staphylococcal cellulitis; on the other hand, patients with cryptococcosis, nocardiosis, and pulmonary alveolar proteinosis
were positive for autoantibodies to GM-CSF. A relationship has also been established between autoantibodies against IL-17
and IL-22 and chronic mucosal Candida infections, which have been identified in patients with APECED or thymoma. Autoan-
tibodies against type-1 IFN have been recently reported during the onset of acute COVID-19. These ACAAs resemble genetic
defects in cytokines or their signaling pathways. Therefore, they may be considered to be primary immunodeficiencies
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phenocopies. Consequently, the detection of ACAA could be important in the diagnosis of patients, particularly in the case of
late-onset diseases, in order to decide appropriate treatments. This review presents an overview of current understanding of

ACAA-associated secondary immunodeficiencies.

Anti-cytokine antibodies. Anti-GM-CSF. Anti-IFNy. Anti-IL-6. Secondary immunodeficiency.

Antecedentes

Las inmunodeficiencias son un grupo de enferme-
dades causadas por la alteraciéon o ausencia de uno
0 mas componentes especificos o inespecificos que
participan en la respuesta inmune innata y adaptativa.
Pueden clasificarse en primarias o congénitas, las
cuales tienen su origen en un defecto genético intrin-
seco, y en secundarias o adquiridas, que aparecen
como consecuencia de una gran variedad de condi-
ciones patoldgicas.’

Las citocinas son proteinas solubles de bajo peso
molecular (de 6 a 70 kDa), producidas por casi todas
las células. Estos mediadores quimicos forman la red
de comunicacion intercelular de todos los sistemas
celulares del cuerpo, incluyendo el sistema inmune;
son responsables de la regulaciéon dinamica de la
maduracion, el crecimiento, la capacidad mediadora
y moduladora de la respuesta de las células inmuni-
tarias a agentes infecciosos y estimulos inflamatorios.
Asimismo, las citocinas regulan la homeostasis de las
células, donde los circuitos de sefializacion de citoci-
nas incluyen multiples puntos de control regulatorios,
que a menudo implican la inhibicién de la retroalimen-
tacion, proceso que permite que los tejidos vuelvan a
un estado de inmunotolerancia no inflamatorio relati-
vamente inactivo. En forma general, las citocinas se
pueden agrupar en proinflamatorias y antiinflamato-
rias, si promueven o inhiben la inflamacion, respecti-
vamente. Investigaciones recientes indican que la
liberacion simultanea de ambos grupos de citocinas
es obligatoria en cualquier respuesta inmunitaria.>®

En afos recientes, la presencia de autoanticuerpos
contra citocinas (ACAA, anticytokine autoantibodies)
ha sido cada vez méas reconocida como una inmuno-
deficiencia secundaria, ya que al neutralizar la funcién
de su citocina blanco dichos anticuerpos pueden pre-
disponer a diversas infecciones y manifestaciones
inmunoldgicas; los ACAA también pueden ser consi-
derados como “fenocopias autoinmunes de inmuno-
deficiencias primarias”. No obstante, niveles bajos de
estos anticuerpos estan presentes en algunos indivi-
duos sanos y pueden contribuir a mantener la homeos-
tasis de la respuesta inmune.”®

La inmunodeficiencia adquirida debida a ciertos
ACAA puede predisponer a diversas infecciones y
manifestaciones inmunoldgicas, por lo que se consi-
deran fenocopias autoinmunes de inmunodeficiencias
primarias en las que se presentan variantes patogé-
nicas en genes que codifican ciertas citocinas, sus
receptores o moléculas que median la transduccion
de sefales de citocinas,’ como interferén gamma
(IFNy) —alteraciones genéticas en las cascadas de
sefializacion de IFNy/IL-12—, interleucina (IL)-6 (muta-
ciones en gp130, IL-6R y el factor de transcripcion
STAT3), IL-17 (afectacion en IL-17F, IL-17RA, IL17RF,
el adaptador intracelular ACT1, la via de sefalizacion
de IL12/IL23 y en los factores de transcripcion CARDO9,
STAT3, STAT1 y RORgT) vy el factor estimulador de
colonias de macrdfagos y granulocitos (GM-CSF), con
mutaciones en el receptor A de este.%'®

Hasta la fecha, autoanticuerpos contra IFNy,
GM-CSF, IL-6, IL-10, IL-12, un grupo de citocinas pro-
ducidas por células Th-17 (IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-23),
asi como contra IFN tipo I, han sido asociados a sus-
ceptibilidad a infecciones, por lo que esta revision
busca ofrecer un panorama sobre la comprension
actual de las inmunodeficiencias secundarias asocia-
das a la presencia de ACAA.

Autoanticuerpos anti-IFNy

IFNy es una citocina pleiotropica relacionada con
mecanismos antiproliferativos, proapoptdticos y antitu-
morales; también es clave en la defensa contra agentes
infecciosos intracelulares y es producida principalmente
por células Th1 y células natural killer. EI IFNy actua
principalmente sobre macréfagos (induce la destruccion
intracelular de patdgenos fagocitados) y tiene efecto
sobre las funciones de diferentes tipos celulares (linfo-
citos Th1, Th2, Th17, células B, entre otros).'

Anticuerpos neutralizantes contra IFNy relacionados
con una predisposicién a infecciones micobacterianas
fueron reportados por primera vez en 2004. Las carac-
teristicas clinicas de los pacientes con esos autoanti-
cuerpos son andlogas a las de pacientes con alteraciones
genéticas en las cascadas de sefalizacion de IFNy/IL-12,
lo que indica que autoanticuerpos anti-IFNy inducen un
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estado de inmunodeficiencia adquirida y predisponen al
huésped a infecciones por microorganismos intracelula-
res como las micobacterias.®??" Desde entonces, mas
de 600 casos han sido reportados, principalmente en
pacientes originarios del sureste de Asia (Tailandia,
Taiwén, Japon, Filipinas, Vietnam y el sureste de China),
lo que sugiere que factores genéticos pudieran estar
involucrados.?

Autoanticuerpos anti-IL-12

La IL-12 es una citocina proinflamatoria heterodimé-
rica conformada por dos subunidades, 1L-12p40 e
IL-12p35, es producida por macrdfagos y células den-
driticas e induce la produccion de IFNy, por lo que
participa en la proteccion contra patdégenos intracelu-
lares. La IL-12 mejora la generacion y la actividad
citotoxica de los linfocitos T citotdxicos, células natu-
ral Killery natural Killer activadas por linfocinas, donde
todas estas células secretan IFNy.2%24

Debido a que IL-12 participa en la respuesta inmune
contra patoégenos intracelulares, la presencia de
autoanticuerpos contra la subunidad IL-12p40 en
pacientes se ha asociado a desarrollo de infecciones
por organismos oportunistas como nocardiosis, coc-
cidioidomicosis, toxoplasmosis y leishmaniasis;
recientemente se reportd un paciente con infecciones
por Burkholderia gladioli. Asimismo, altos titulos de
autoanticuerpos contra IL-12 se han reportado en
pacientes con miastenia gravis y timoma.??7

Autoanticuerpos contra GM-CSF

El GM-CSF es un factor de crecimiento hematopo-
yético, puede ser producido por células mieloides,
células dendriticas, linfocitos T, linfocitos B y células
no hematopoyéticas (tales como células endoteliales,
condrocitos y células epiteliales alveolares tipo Il). En
el pulmén, el GM-CSF es importante para la diferen-
ciacion y funcién de los macréfagos alveolares;
recientemente se ha propuesto que GM-CSF es nece-
sario para la eliminacion del colesterol en estos
macréfagos. La reduccion de esta funcion del GM-CSF
constituye la principal causa de la acumulacion del
colesterol, lo que favorece el desarrollo de la protei-
nosis alveolar pulmonar (PAP), caracterizada por la
acumulacion progresiva de surfactante en los alvéo-
los pulmonares, lo que resulta en insuficiencia respi-
ratoria hipoxémica y un mayor riesgo de infecciones
secundarias o fibrosis pulmonar.®-28

Asimismo, los autoanticuerpos contra GM-CSF son
el analogo autoinmune de la deficiencia primaria de
GM-CSF que causa PAP, lo que altera la funcion del
GM-CSF sobre los macrofagos alveolares y afecta el
metabolismo de los lipidos y las proteinas del surfac-
tante mediado por estas células, lo que deriva en
acumulacion del surfactante y, por lo tanto, en insufi-
ciencia respiratoria.?®

Desde hace tiempo se reconoce que los pacientes
con PAP corren el riesgo de infecciones por una gran
variedad de organismos intracelulares, como Nocardia
e Histoplasma, que pueden ser secundarias a la dis-
funcion pulmonar subyacente. Asimismo, se han
reportado pacientes con PAP autoinmune con infec-
ciones pulmonares recurrentes (principalmente asper-
gilosis, micobacterias atipicas y Mycobacterium
tuberculosis), asi como con sobreinfeccion con
influenza HIN1, que puede exacerbar la PAP.!830

Autoanticuerpos anti-IL-17

La familia de IL-17 comprende seis citocinas dife-
rentes (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F),
producidas principalmente por células Th17. Las IL-17
tienen un papel importante en la defensa de las
mucosas, particularmente contra Candida, al inducir
la produccion de citocinas proinflamatorias, péptidos
antimicrobianos y quimiocinas, con lo cual ocasionan
el reclutamiento de células inmunitarias al sitio de
infeccion y la eliminacion del patégeno.®'32

En pacientes con poliendocrinopatia autoinmune
tipo 1 (APECED, autoimmune poly-endocrinopathy
candidiasis ectodermal dystrophy), causada por muta-
ciones en el regulador autoinmune, y también en
pacientes con timoma, se reportd el desarrollo de
candidiasis mucocutanea cronica relacionada con
altos titulos de autoanticuerpos neutralizantes contra
IL-17A, IL-17F e IL-22; esos autoanticuerpos podrian
considerarse como fenocopias de las alteraciones
genéticas en estas citocinas ya que inhiben su acti-
vidad bioldgica, favoreciendo una infeccidn crénica
con Candida en mucosas.3

Autoanticuerpos anti-IL-6

IL-6 es una citocina pleiotropica que participa en la
inflamacidn, la hematopoyesis y en la respuesta contra
infecciones virales, parasitarias, fungicas y bacterianas.
Es producida por varios tipos celulares (fibroblastos, que-
ratinocitos, células endoteliales, macrdfagos, entre otras)
en respuesta al dafo tisular o a infecciones. La
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Autoanticuerpos anticitocinas y enfermedades asociadas. Resumen gréfico de las enfermedades relacionadas con la presencia de

autoanticuerpos contra diversas citocinas (creado con BioRender.com).

desregulacion de IL-6 se asocia a inflamacion crénica
(enfermedad inflamatoria intestinal), trastornos autoinmu-
nes multifactoriales (esclerosis multiple y artritis reuma-
toide), cancer, anemia y enfermedad de Alzheimer.®>%

Por otra parte, se ha reportado inmunodeficiencia
secundaria por la presencia de autoanticuerpos con-
tra IL-6, como en un nifo con abscesos subcutaneos
y celulitis estafilocdcica recurrente, en quien estos
autoanticuerpos anti-IL-6 preceden a una infeccion
estafilocécica. Asimismo, otros dos pacientes con
altos titulos de autoanticuerpos neutralizantes contra
la IL-6 presentaron infecciones por Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius y Escherichia
coli. También se han detectado estos autoanticuerpos
en pacientes con APECED y timoma.3%4°

Autoanticuerpos contra interferones tipo |

IFNo e IFNw forman parte de los IFN tipo |, los cua-
les son un gran subgrupo de proteinas interferon que

ayudan a regular la actividad del sistema inmunoldgico,
son secretados por varios tipos de células durante las
infecciones virales. Los IFN tipo | presentan una capa-
cidad para inducir directamente una respuesta antiviral
entre las células infectadas y circundantes.*!#2

Se ha reportado la presencia de autoanticuerpos
neutralizantes contra IFN tipo | en pacientes con
timoma y APECED, si bien no parecen estar asocia-
dos a incremento de infecciones virales. Por otra
parte, se ha reportado este tipo de autoanticuerpos
en individuos con lupus eritematoso sistémico; sin
embargo, considerando que se detectaron altos titu-
los de autoanticuerpos anti-IFNo. en pacientes con
enfermedad leve, se sugirié que la severidad de esta
podria estar regulada por los autoanticuerpos contra
[FNo..43-46

También se han reportado autoanticuerpos neutrali-
zantes contra IFNa en pacientes con infecciones cau-
sadas por el virus de varicela-zdster. Recientemente,
se reporta la presencia de autoanticuerpos contra IFN
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tipo | en pacientes con COVID-19 grave. Estos
autoanticuerpos neutralizaron a IFNa o IFNw, lo que
resalta la importancia de este tipo de interferones en
la inmunidad protectora contra el virus SARS-CoV-2
y establece una relacion entre la presencia de autoan-
ticuerpos neutralizantes contra interferones tipo | y la
complicacion de COVID-19.474°

Tratamiento

El tratamiento de pacientes con ACAA es variado y
depende del autoanticuerpo detectado y el tipo de
enfermedad asociada. En general, entre los trata-
mientos que se han utilizado en pacientes con infec-
ciones relacionadas con ACAA se encuentran los
dirigidos a disminuir las manifestaciones clinicas
(antimicrobianos apropiados como primer tratamiento,
antiinflamatorios, entre otros), la administracion de la
citocina exdgena y el uso de inhibidores de células B
(rituximab y daratumumab).505!

Particularmente para el tratamiento de pacientes
con titulos muy altos de autoanticuerpos neutralizan-
tes a IFNy se ha reportado que el uso de la citocina
exogena no disminuye los signos de la enfermedad;
sin embargo, por otra parte, se ha observado dismi-
nucion en los titulos de autoanticuerpos anti-IFNy
cuando se emplea rituximab, un anticuerpo monoclo-
nal terapéutico dirigido contra CD20 que agota las
células B maduras. Recientemente se reportd el uso
exitoso de daratumumab en un paciente con titulos
altos de anti-IFNy y que presentaba infecciones pro-
gresivas por micobacterias a pesar del tratamiento
previo con rituximab.®?

Mientras que el tratamiento utilizado en la PAP cau-
sada por anti-GM-CSF es el lavado pulmonar, la
administracion de GM-CSF humano recombinante y
rituximab, el uso de la citocina exdgena se lleva a
cabo de forma inhalada y subcutanea, y en ambos
casos se ha reportado una respuesta clinica favorable
en pacientes con PAP. Es importante mencionar que
existen informes de que el tratamiento con rituximab
ha sido exitoso en la reduccion de los niveles de
ACAA; sin embargo, es menos efectivo en cuadros
clinicos en los cuales estan involucrados autoanti-
cuerpos anti-GM-CSF, en comparacion con los rela-
cionados con la presencia de autoanticuerpos contra
|FNY.53'54

En pacientes con candidiasis mucocutanea crénica
que presentan autoanticuerpos anti-IL-17 se emplean
agentes antifungicos, tanto topicos como sistémicos,
para el control de la infeccion, por lo que tratamientos

mas agresivos contra el sistema inmune de los pacien-
tes, como los inmunomoduladores, por lo general no
son requeridos o recomendados; sin embargo, como
los antifungicos no actuan directamente sobre el meca-
nismo autoinmune, los pacientes suelen requerir este
tipo de farmacos de forma frecuente o prolongada.'®

Etiologia

Los ACAA pueden contribuir a mantener la homeos-
tasis de la respuesta inmune en individuos sanos,
mientras que en ciertos pacientes el desarrollo de
estos tiene el potencial de alterar severamente los
procesos inmunoldgicos con consecuencias gra-
ves.®%% Algunos estudios mencionan que los ACAA
se pueden observar en individuos con mutaciones de
los genes activadores de la recombinacién, en quie-
nes ocasionan susceptibilidad a infecciones recurren-
tes y desregulacion inmunitaria.s®

Por otra parte, el reporte de la homologia de un
epitopo principal reconocido por los autoanticuerpos
anti-IFNy y la proteina fungica Noc2 de Aspergillus
spp. sugiere que el mimetismo molecular podria ser
el mecanismo subyacente al desarrollo de estos
ACAA.%" También se puede inducir el desarrollo de
ACAA en pacientes como una respuesta al trata-
miento con citocinas;*® sin embargo, las causas del
desarrollo de ACAA siguen sin estar bien definidas.

Conclusiones

Los ACAA estan involucrados en la desregulacion
inmunitaria, la autoinmunidad y la inmunodeficiencia,
ya que tienen el potencial de alterar severamente los
procesos inmunoldgicos con consecuencias graves
en algunos casos. Las manifestaciones son muy
variadas, como se ha descrito a lo largo de esta revi-
sion; un resumen grafico de ello se muestra en la
Figura 1.

La presencia de ACAA pueden causar susceptibili-
dad adquirida a infecciones y contribuir al desarrollo de
enfermedades autoinmunes. Sin embargo, debido a
que los ACAA no se buscan rutinariamente, ain se
desconoce si en la mayoria de las condiciones se
desarrollan gradualmente o en respuesta a un desen-
cadenante especifico. Asimismo, es necesario consi-
derar la evaluaciéon de los pacientes para detectar
ACAA en los casos en que la alteracién de los proce-
sos inmunitarios normales estuviera contribuyendo a la
enfermedad, asi como en individuos inmunocompeten-
tes que experimenten infecciones por microorganismos
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oportunistas o infecciones recurrentes, crénicas o
inusualmente graves con patdgenos mas comunes.

De esta forma, la deteccion de ACAA podria consi-
derarse un marcador de gran utilidad para propdsitos
de diagndstico, para decidir tratamientos y manejos
mas adecuados e, incluso, personalizados para cada
paciente, considerando que estos autoanticuerpos
pueden provocar la pérdida del efecto al tratamiento
y, probablemente, alteraciones de la funcion del sis-
tema inmunitario.
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To the Editor

Interferon gamma (IFNv) is a central effector cytokine of
cellular immunity. It is mainly produced by activated T-cells,
natural killer cells and to a lesser extent by professional anti-
gen presenting cells [1]. Its main roles include activation of
macrophages, granuloma formation, and augmentation of
anti-tumor immunity [2]. In addition, it augments antiviral
immunity by inhibiting viral entry, uncoating, translation,
and virion assembly [3].

Although the majority of patients infected by SARS-CoV-
2 virus experience mild symptoms, approximately 15% devel-
op a moderate phenotype resembling viral pneumonia, with a
further subset presenting with severe illness characterized by
hyperinflammation and acute respiratory distress syndrome
[4]. These moderate and severe forms of COVID-19 typically
arise after 7-10 days of illness and are characterized by
hypercytokinemia and a cytokine storm, with high levels of
TNF-«, IL-1f3, IL-1Ra, and IL-6 [5, 6].

Neutralizing anti-IFNvy autoantibodies were first described
in 2004 in the context of selective susceptibility to non-
tuberculous mycobacterial (NTM) infection [7, 8]. Lymph
nodes, bones/joints, and lungs are most commonly affected,
with soft tissue and skin involvement (in the form of
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neutrophilic dermatosis, erythema nodosum, or exanthema-
tous pustulosis) also commonly reported [7, 9].

Here, we report a case of previously fit 58-year-old man of
Southeast Asian origin, who was found to have autoantibodies
against IFN7y resulting in acquired IFNy deficiency and NTM
and COVID-19 co-infection (NTM-COV+). He initially be-
came unwell in December 2018. Over the following 12
months, he developed folliculitis; episcleritis; intermittent rash
with abscesses affecting his chest, arms, and hands
(Supplementary Figure 1A, B); weight loss; reduced appetite;
fatigue; arthralgia (hands, shoulders, and spine); cervical and
supraclavicular lymphadenopathy; and intermittent fever with
night sweats.

Investigations revealed a fluctuating leukocytosis (12—33 x
109/L), with neutrophilia, anemia (nadir 87 g/L), persistent
thrombocytosis, elevated CRP (peak of 100 mg/L), and low
albumin (nadir 28 g/L). Screening tests for autoimmunity,
blood-borne viruses, and syphilis were negative. Three [FNy
release assays for tuberculosis were indeterminate. Blood mi-
croscopy and culture were negative. PET-CT demonstrated
widespread noncalcified lymphadenopathy in the neck, chest,
and abdomen, with avid fluorodeoxyglucose uptake.
Neutrophilic dermatosis seen in an initial skin sample raised
the possibility of Sweet’s syndrome, although dermal fibrosis
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suggested atypical mycobacterial infection. A cervical lymph
node biopsy sample failed to demonstrate any of the hallmarks
of lymphoproliferative disease. A differential diagnosis of sar-
coidosis or Sweet’s syndrome was made and empirical treat-
ment with prednisolone commenced in December 2019. This
improved his rash, weight loss, and lymphadenopathy, but not
his fever.

In February 2020, he developed right iliac fossa pain,
vomiting, productive cough, and rash. There was significant
leukocytosis (26 x 109/L) and CRP was elevated at 243 mg/L.
CT imaging revealed new splenomegaly and splenic infarcts.
Further dermatology review reported no features of neutro-
philic dermatosis, instead resembling dermatitis
(Supplementary Figure 1C); repeat skin biopsy histology
was suggestive of granulomatous interstitial dermatitis. In
light of the patient’s ethnicity, indeterminate IFNvy release
assay for TB, and evolving clinical picture, a provisional di-
agnosis of atypical mycobacterial infection due to [FNvy auto-
antibodies was made. Bone marrow staining and culture dem-
onstrated growth of mycobacterium avium intracellulare
(MAI) after 1 week of incubation. Subsequent mycobacterial
blood culture was also positive for MAI.

Testing for anti-IFNy antibodies (Ab), using a Bio-Plex
methodology as previously described [10], revealed high titer
anti-IFNy Ab in NTM/COV+ patient comparable to three
other patients with known autoantibodies against IFNy
(NTM/COV-) (Figure 1A, Supplementary Figure 3). We then
verified the neutralizing capacity of these antibodies and their
ability to interfere with IFNy pathway signaling in an ex vivo
setting by functional testing using whole blood or PBMC.
NTM/COV+ patient’s response to, and production of, [FNy
was measured in three independent experiments and com-
pared to 3 other NTM/COV— patients and to healthy controls
(N = 15). After 24-h stimulation with PHA, IL-12, or a com-
bination of the two, we were unable to detect IFNvy in the
supernatants from the patient samples, suggesting that anti-
IFNy Abs were neutralizing the endogenously produced
IFNy (Figure 1B, left panel). This was also observed in sam-
ples taken from NTM/COV— patients. By contrast, the HCs
demonstrated good production of IFNYy in response to both
stimuli. In addition, under the same experimental settings,
stimulation with IFNvy failed to induce IL-12 production in
the NTM/COV+ patient samples (Figure 1B, right panel).
To further demonstrate the neutralizing capacity of the anti-
IFNy Ab, we activated HC PBMC with LPS or LPS + IFNy
in the presence of 20% control or NTM/COV+ patient serum,
measuring [L-12 levels after 24-h incubation. Stimulation
with LPS or LPS + IFNYy triggered production of IL-12 from
HC PBMC incubated with control serum, while HC PBMC
incubated with the patient serum failed to produce IL-12
(Figure 1C). This demonstrated that patient serum neutralized
both endogenously produced IFNy and exogenous IFNvy. The
capacity of patient serum to neutralize recombinant [FNy was
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further confirmed by adding 20% of control or patient serum
to RPMI-containing recombinant IFNy and measuring IFNy
levels by Luminex. The patient serum completely neutralized
recombinant IFNy (Figure 1D). Lastly, we analyzed the pa-
tient’s HLA type to determine whether he carried the high-risk
HLA-DR alleles associated with anti-IFNy autoantibodies.
The patient was found to carry DRB1*¥15:02, DRB1*¥16:02,
and DQB1*05:02 (homozygous), all of which have previous-
ly been reported to increase the risk of developing anti-IFNy
autoantibodies [11].

Treatment for MAI was started 4 weeks after hospitaliza-
tion. Due to rifabutin-induced hyperbilirubinemia, the patient
was established on ethambutol, azithromycin, and amikacin.
Prednisolone was continued throughout his hospitalization.
Injectable IFNy-1b (Immukin) treatment [80 pg/2.65 m?
(body surface) 3 weekly] was implemented alongside plasma
exchange, in an effort to raise IFNy levels and reduce titers of
anti-IFNy autoantibodies, respectively (Supplementary
Figure 2).

Further immunological investigations showed normal lym-
phocyte profile with reduced naive T cells 23% (normal 49—
90%). We were interested to determine if the presence of
IFNy Ab had effects on the distribution of CD4 T-helper-
cells (Th) Thl, Th2, and Th17, since this might have impacted
the patient’s inability to clear the infection. Compared to HC,
the patient had similar proportions of Thl, and TH17 cells,
and slightly reduced Th2 (Supplementary Figure 1D, E).

At day 37 of admission, the patient was tested positive for
SARS-CoV-2 with a nucleic acid amplification test NAAT)
from a nose and throat swab. A previous swab taken on ad-
mission had been negative. At the time of screening, the pa-
tient was pyrexial (38.1 °C) but had no respiratory symptoms.
Chest imaging demonstrated novel subpleural nodules, but no
changes indicating COVID-19 pneumonia. Between days 50
and 90, nose and throat swab SARS-CoV-2 NAAT tests were
positive on six occasions (Supplementary Figure 2) but were
negative from day 103 onwards. Steroid treatment continued
uninterrupted throughout this period. The patient did not re-
quire oxygen supplementation and had no significant respira-
tory symptoms. He continued to receive regular plasma ex-
change and IFNy-1b injections. However, this combination
therapy was unlikely to have made a substantial difference in
correcting his acquired immunodeficiency. Serial measure-
ments of anti-IFNy Ab showed some reduction in titers, but
levels remained high (Figure 1A). Experiments looking at the
effects of patient serum on levels of exogenously administered
IFNy demonstrated no detectable free IFNy following incu-
bation with serum (Figure 1D).

He eventually mounted an adequate IgG antibody response
to several viral antigens including the trimeric S protein
(Supplementary Figure 3). However, his MAI infection
remained difficult to control. Plasma exchange and IFNy-1b
injection were stopped, but azithromycin, ethambutol, and
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Fig. 1 A Detection and titration of anti-IFNy antibody. Patient sera were
diluted in seven 1/5 steps starting at 1/100. Anti-IFNy IgG was deter-
mined by particle-based flow cytometry on a Luminex analyzer and
shown as mean fluorescence intensities (MFI). B Induced IFNy and
IL12 levels after whole blood activation. Cytokines were measured in
whole blood after 24-h stimulation using 10 pg/mL PHA or 1 pug/mL
LPS alone or in combination with 20 pg/mL IL12 or 20,000 IU/mL
IFNy, respectively. To account for lymphopenia, data were corrected
for lymphocyte counts (in response to PHA) or monocyte counts (in
response to LPS). Controls are shown as gray circles (V = 15), patients
with acquired (a)I[FN7y deficiency (N3) are shown as blue circles (NTM/

rifabutin were continued. In October 2020, he was treated with
rituximab to good effect. By April 2021, the patient was sys-
temically well. A PET-CT demonstrated no enlarged LN of
focal nodal uptake and his splenomegaly had reduced from 16
to 13 cm. He is due to complete 2 years of anti-MAI therapy
(azithromycin, ethambutol, and rifabutin).

To determine whether autoantibodies to IFNy are associ-
ated with severity of COVID-19 infection, we tested sera from
three groups; healthy volunteers (HC), healthcare workers
with asymptomatic or predominantly mild COVID-19 infec-
tion (COV-HCW), and patients hospitalized with COVID-19
(COV-PAT). Both the COV-HCW and the COV-PAT group,
showed similarly increased anti-IFNy Ab levels when com-
pared to healthy controls. However, antibody levels remained
low when compared to the NTM/COV+ patient and the NTM/
COV-— disease controls.

COV-). For the NTM/COV+ patient, data from four experiments are
shown as red circles. Cytokine levels are shown as pg/mL. C In vitro
inhibition of IFNYy using patient serum. Healthy control PBMC were
activated with LPS or LPS + IFNy in the presence of 20% control (Ct)
or patient (NTM/COV+) serum and IL12 levels were measured in the
supernatant after 24-h incubation. D IFNy recovery in the presence of
autologous patient (NTM/COV+) serum: 20% control or patient serum
was added to RPMI-containing recombinant IFNy and IFNvy levels were
determined by Luminex. No IFNy could be recovered from the well
containing patient serum showing complete antigenic neutralization by
the patient’s autoantibody

We describe here a single patient with autoantibodies to
IFNy and NTM and COVID-19 co-infection. We investigated
whether severity of COVID19 infection is associated with
anti-IFNy Ab by studying two cohorts of infected individuals,
one with severe disease and the other with mild/asymptomatic
disease. The patient with NMT and COVID-19 co-infection,
despite apparent IFNy deficiency, did not have severe
COVID-19 disease. Exploring associations between anti-
IFNy Ab and COVID-19 disease severity in a larger cohort
of patients, we found no obvious link. Among infected indi-
viduals, both severe and mild or asymptomatic COVID-19
infection patients had similar levels of anti-IFNy Ab. These
autoantibodies appear to develop during the course of infec-
tion, since they were not readily detectable in a non-infected
cohort. Furthermore, antibody titers were much lower com-
pared to patients with confirmed acquired IFNy deficiency.
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This suggests that anti-IFNy Ab seen in these two groups of
patents might be a transient phenomenon, with limited neu-
tralizing capacity against IFNy.

Unlike type I IFNs, which are required for a robust re-
sponse to COVID-19 infection, the role of IFNv is less clearly
defined. In experimental models using human epithelial cells,
IFNvy has been shown to promote SARS-CoV-2 infection
[12]. Another study demonstrated that lower circulating levels
of [FNy are associated with more severe COVID-19 infection
course and greater chance of developing lung fibrosis [13],
while the functional exhaustion of both type I and type II
IFN production was independently linked with a severe dis-
ease course [14]. Although serum levels of IFNy in severe
COVID-19 appear to be significantly lower than is typically
seen in hyperinflammatory disease states such as secondary
hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) or macrophage
activation syndrome (MAS) [15], IFNvy has been shown to act
synergistically with TNF at a local tissue level, promoting
macrophage activation and lung damage [16, 17].

Our experience suggests that the complete absence of [IFN'y
signaling does not result in a worse COVID-19 outcome and
that IFNy is not necessary to control this virus. However, the
potential role of IFNYy in local hyperinflammatory responses
and lung injury remains ill-defined. Arguably, the mild dis-
ease phenotype in our patient may have resulted from
prolonged corticosteroid therapy rather than impairment of
the IFNy pathway (or both), given that corticosteroid therapy
has been clearly shown to reduce inflammatory complications
of COVID-19 and improve overall outcomes [18].

Although studies of inborn errors of immunity (IEI) pro-
vide unique insights into functioning of the immune system,
such models are imperfect. The outcomes of COVID-19 in-
fection in patients with various types of [EI have not been easy
to predict. Various retrospective studies show that outcomes
are often better than anticipated [19]. However, other factors
such as age, sex, and comorbidities, known to be associated
with COVID-19 disease severity, also play an important role
[20].

Our study suggests a redundant role of IFNy to control
SARS-CoV-2 and provides an outline of what to expect when
patients with this rare acquired immune deficiency encounter
a viral illness characterized by immune hyperactivation.

Abbreviations IFNy, Interferon gamma; ARDS, Acute respiratory dis-
tress syndrome; JAK, Janus kinase; MAS, Macrophage activation syn-
drome; NTM, Non-tuberculous mycobacterium
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