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LEES U ME  

Recientemente varios autores reportaron que el tratamiento con calor (56 °C durante 30 minutos) 
descubre anticuerpos anti-cardiolipina (aCL) que previamente no eran detectables en los sueros humanos 
normales (SHN). Se desconoce la naturaleza del inhibidor termolábil que oculta a los anticuerpos anti-
cardiolipina "escondidos" (aCLE) y las características de los anticuerpos que componen a esta familia de qFL.. 

OBJETIVOS. 1. Determinar la frecuencia e isotipo de los aCLE; 2. Investigar si se encuentran en 
pacientes con enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso generalizado [LEG] y síndrome de anti-
fosfolípidos primario [SaFPD e infecciosas (sífilis); 3. Determinar sus requerimientos de 112GP-I; 4. Determinar 
las características de reactividad; 5. Identificar el posible papel como anticoagulantes circulantes; 6. 
Caracterizar al inhibidor termolábil que los oculta y 7. Buscar el fenómeno en ratones. 

MATERIALES Y METODOS. Se estudiaron los siguientes grupos: 100 SHN, 50 de pacientes con 
LEG, 22 de pacientes con SaFP y 25 de pacientes con sífilis. Se purificaron 5 IgG's de SHN y se 
caracterizaron los aCL no escondidos y los aCLE de 2 pacientes con SaFP. Se estudiaron también 10 sueros 
de raton balb/c y 10 de NZB. Por ELISA estandar y modificado (libre de f32GP-I) se estudió la dependencia de 
a2GP-I y la actividad aCL y aCLE post-inhibiciones con micelas de cardiolipina (mCL) en todos los grupo. 
También se estudió por ELISA la reactividad contra otros antígenos (fosfolípidos aniónicos y neutros, DNAcd, 
DNAcs y la actividad de factor reumatoide). La reactividad de los aCLE de los SHN contra antígenos 
nucleares y citoplásmicos se estudió. por inmunofluorescencia indirecta. La actividad de anticuagulante lúpico 
(AL) se determinó midiendo el efecto sobre el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo parcial de 
tromboplastina activada (TPTa) de SHN e IgG's purificadas en columna de proteína A de SHN pie-tratados a 
56°C, 30 min. (SHN) mezcladas (VIII) con plasma fresco normal. La actividad AL de los SHN 5,5  y de las IgG's 
se Inhibió con mCL y de fosfatidilserina (mFTS). Para identificar la naturaleza del inhibidor se trataron 10 SHN 
con fosfolipasas (A2, B, C y D) en condiciones experimentales óptimas. La purificación de los aCLE y la 
caracterización del inibidor termolábil se realizó mediante diálisis de los SHN en membranas de nitrocelulosa 
benzoilada contra amortiguadores hipermolares de pH bajo. 	inhibidor se identificó por cromatografia en 
capa fina (CCF), y se comprobó por ELISA y por estudios de inhibición autóloga. 

RESULTADOS. Los aCLE fueron exclusivamente de isotipo lgG y se detectaron en el 94% de los 
SHN. En los pacientes con LEG, SaFP y sífilis que tienen títulos altos de aCL no escondidos se detectaron 
también aCLE con características similares a sus aCL no escondidos. En pacientes con SaFP se 
caracterizaron 3 subpoblaciones de aCL, las cuales fueron: aCL no escondidos dependientes de (GP-1 para 
su detección in vitro, dos subpoblaciones de aCLE, una dependiente y otra independiente del cofactor, en 2 
pacientes se identificó una población más de aCL no escondidos que fue independiente de la 112GP-I para su 
detección in vitro. Los estudios de reactividad de los-aCLE mostraron que solo reaccionaran contra FI. tanto 
aniónicos como neutros, y no reaccionaron contra otros antígenos (DNAcs, DNAcd, gamaglobulina agregada, 
componentes nucleares ni citoplásmicos). Los estudios de inhibición de los aCLE con micelas de los diferentes 
FL revelaron dos patrones de reactividad: contra FL aniónicos y contra FL neutros. Los 113  y TPTa se 
prolongaron en presencia de SHN18  y de las IgG's purificada, las mCL y mFTS inhibieron la actividad AL de los 
aCLE. Las digestiones con las fosfolipasas A2, B, C y D incrementaron la actividad aCL de los SHN en 0.9, 3.2, 
12 y 4.6 respectivamente, cuando se compararon con los sueros sin tratar. La CCF mostró que los inhibidores 
termolábiles son fosfatidilcolina, fosfatidlletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol. Los estudios en 
ratones mostraron que tanto en ratones normales como autoinmunes se pueden detectar los aCLE. Las 
características de los aCLE murinos fueron similares a las de los humanos, es decir, no requieren de 2.2GP-1 
para su detección in vitro y tuvieron reactividad cruzada contra fosfollpidos tanto aniónicos como neutros. Los 
aCLE se detectaron también en los ratones NZB que tenían títulos altos de aCL no escondidos. En los ratones 
NZB se detectaron además aCLE de isotipo IgM independientes de la 112GP-I para su detección in vitro. 

• 

Los resultados muestran la caracterización de una nueva familia de autoanticueroos que son 
verdaderos anticuerpos antifosfolípidos (aFL) cuyos sitios de reconocimiento antigénico se encuentran 
ocupados por fosfoilpidos, por lo que circulan en el torrente sanguíneo inactivos. El estudio del origen de estos 
aFL ayudará a conocer su papel fisiológico (si lo existe) y su relación molecular con otros aFl. patogénicos o no 
patogénicos. 
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t ABSTRACT 

It has been recently shown that heat treatment (56°C for 30 min) of human ,sera 
unveiled anti-cardiolipin antibodies in normal subjects. The nature of the thermolabile factor 
that hides anti-cardiolipin antibodies (aCL) is not known nor are the characteristics of the 
antiphospholipid antibodies that belong to this family. 

Aims of this study. i) Define the prevalence and the isotype of the hidden anti-
cardiolipin antibodies. ii) Analyze if these antibodies are found in autoimmune (systemic lupus 
erythematosus [SLE] and anti-phospholipid syndrome [APS]) and infectious (syphilis) diseases. 
iii) Analyze whether these autoantibodies require the presence of 	iv) Define its 
reactivity y) Analyze its possible role as circulating anticoagulant antibodies. vi) Characterize 
the thermolabile factor that hides them. vii) Study hidden antibodies in mice. 

Material and methods. We study a total of 197 human sera. One hundred were from 
normal subjects; twenty Five from SLE patients; 22 from APS patients; and 22 from syphilis 
patients. Total lgG was purified from 5 normal sera and uncover and hidden aCL were 
characterized from 2 APS patients. Sera from Balbic and NZB mice were aiso studied. In every 
group, we studied the dependency of a2GP-1of the anticardiolipin antibodies (hidden or not) by 
ELISA and after inhibition with cardiolipin miceles. Reactivity to other antigens (anionic and 
neutral phospholipids, dsDNA, ssDNA and rheumatoid factor) were also tested by ELISA. The 
cross-reactivity of aCL with nuclear and cytoplasmic antigens was tested by indirect 
immunofluorescence. Lupus anticoagulant activity was determined by measuring the effect of 
normal sera or purified lgG after heat treatment (56°C for 30 min) and mixed (v/v) with normal 
plasma on the prothrombin time and partial time of activated thromboplastin. Lupus 
anticoagulant activity of heated sera or IgG was irihibited with cardiolipin and/or 
phosphatidilserine miceles. To churacterize the thermolabile factor 10 normal sera were treated 
with phospholipases (A2, B, C, and D). Purification of hidden antibodies and the thermolabile 
factor was carried out by dyalisis in benzoylated cellulose membranes against hyperosmolar 
buffers at low pH. The thermolabile factor was finally identified by thin layer chromatography. lts 
nature was corroborated by ELISA and by autologous inhibitory assays. 

Results. AlI hidden aCL were of the 1gG isotype and were detected in 94% of normal 
human sera. Hidden aCL were also detected in sera from SLE, APS and syphilis patients, and 
were akin to their uncover aCL. In APS patients 3 aCL subpopulations were identified: i) 
uncover aCL dependent on the presence of 112GP-I for its detection in vitro. ii) Hidden aCL 
dependent or not on the presence of 12GP-I. iii) In two patients uncover aCL were found to be 
independent of112GP-1 for its detection in vitro. The cross reactivity of hidden aCL was limited to 
anionic and neutral phospholipids. Inhibition with miceles showed two pattems of reactivity, one 
against neutral and other against anionic phospholipids. Phospholipases digestion results in 
increased activity of aCL from normal subjects by 0.9, 3.2, 12, and 4.6 respectively when 
compared to undigested sera. Thin layer chromatography revealed that the thermolabile factor 
consist of phosphatidylcholine, phosphatydilethanolamine, phosphatidylserine and 
phosphatydilglycerol. Hidden aCL were also demonstrated in autoimmune or normal mice and 
were similar to those found in humans. However, hidden aCL of IgM isotype independent of 
f32GP-I were found in NZB mice.  

Our results demonstrate a new family of autoantibodies which are truly anti-
phospholipids antibodies. The binding sites of these autoantibodies are occupied in vivo, thus 
they remain inactive in the circulation. The study on the origin of these autoantibodies, will be 
important to know its physiological role (if there is any) and their molecular relationship with 
other pathogenic or non-pathogenic anti-phospholipid antibodies. 
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ABREV1ATURU 

AAN 	Anticuemos anti-nucleares. 
aa2GP-I 	Anticuerpos anti-R2GP-I. 
ACE 	Anticuerpos contra eritrocitos, 
AF 	Acido fosfatídico. 
AL 	Anticoagulante lúpico. 
aCL 	Anticuerpos anti-cardiolipina. 
aCLE 	Anticuerpos anti-cardiolipina 

escondidos u ocultos. 
aCL-IgG 	Anticuerpos anti-cardiolipina 

de isotipo lgG. 
aCL-IgM 	Anticuerpos anti-cardiolipina 

de isotipo IgM. 
aCL-mCL 	Anticuerpos anti-cardiolipina y 

nhibidos con micelas de 
cardiolipina. 

aFRC 	Anticuerpos anti-fosforilcolina. 
aFTC 	Anticuerpos anti- 

fosfatidilcolina. 
aFTC-IgG 	Anticuerpos and- 

fosfatidílcolina de isotipo IgG. 
aFTC-IgM 	Anticuerpos anti- 

fosfatidílcolina de isotipo 
aFTE 	Anticuerpos anti- 

fosfatidiletanolamina. 
aFL 
	

Anticuerpos anti-fosfolípidos. 
Ag 
	

Antígeno. 
ANT 
	

Anticuerpos naturales 
timocitotóxicos. 

ASB 	Albúmina sérica bovina. 
B2GP-I 	alGlicoproteina-l. 
CCF 	Cromatografía de capa fina. 
CD5 	Determinante de grupo 

número 5 (su contraparte en 
el ratón Ly-1). 

CL 	Cardiolipina. 
DE 	Desviación estándar. 
DNA 	Acido desoxirribonucléico. 
DNAcd 	Acido desoxinibonucléico de 

cadena doble. 
DNAcs 	Acido desoxirribonudéico de 

cadena simple. 
DO 	Desidades ópticas. 

Datc6  

EDTA 

EIT 
ELISA 

EM 
ERBr 

FITC 

FL 
FR 
FRC 
FTC 
FTE 
FTG 
FT] 
FTS 
9 
GGA 
HEp-2 

HLA 

HIV 

Hom 

H20Do  
HEPES 

ICH 
IFI 

IP  

Densidad óptica leída a 405 
nanómetros (nm). 
Acido etilendiamino 
tetracético. 
Electroinmunotranferencia. 
Ensayo inmunoenzimático 
(Enzyme linked 
immuno-sorvent assay). 
Esfingomielina. • 
Eritrocitos de ratón tratados 
con bromelina 
(bromelinizados). 
Isotiocianato de fluoresceina 
(Fluorescein Isothiocyanate) 
Fosfolípldo. 
Factor reumatoide. 
Fosforilcolina. 
Fosfatidilcolina. 
Fosfatidiletanolamina. 
Fosfatiditglicerol 
Fosfatidilinositol. 
Fosfatidilserina. 
Aceleración de la gravedad. 
Gamaglobulina agregada. 
Línea celular de carcinoma de 
laringe humano (Human 
Epithelial-2). 
Antígenos leucocitarios 
humanos (Human leukocyte 
Antigens). 
Virus de inmunodeficiencia 
humana (Human Immuno-
deficience Virus). 
Homogeneo. Patrón de 
anticuerpos antinucleares. 
Agua destilada desionizada. 
(Acido N-P-Hidroxietil) 
piperazina 	(etano-
sulfónicol). 
Injerto-contra-huésped. 
Inmunofiuoresc.encia 
indirecta. 
lnmunopunto. 
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IgA 
IgG 
IgM 
INNSZ 

LEG 

LisoFTE 
M 
mCL 
MEM 

mFL 
mFTS 
N 
Neg 
NK 

NS 
NZ 

NZB 

NZW 

PACE-SDS 

PBS 

PFN 
PFNín, 

Pfkl 
RIA 
RNP 
rpm 
SaF 
SaFP 

SOF 
SBRN 

Inmunoglobulina A. 
Inmunoglobilina G. 
Inmunoglobulina M. 
Instituto Nacional de la 
Nutrición Salvador Zubirán. 
Lupus eritematoso 
generalizado. 
LisoFosfatidiletanolamina. 
Concentración molar. 
Micelas de cardiolipina. 
Medio esencial mínimo 
(Medio de cultivo). 
Micelas de fosfolípido. 
Micelas de fosfatidilserina. 
Concentración normal. 
Negativo. 
Células asesinas natuturales 
(Natural Killer). 
No significativo. 
Nueva Zelanda (Cepa de 
ratones de Nueva Zelanda) 
Cepa de ratones negros de 
Nueva Zelanda (New Zeland 
Black). 
Cepa de ratones blancos de 
Nueva Zelanda (New Zeland 
White). 
Gel de poliacrilamida con 
dodecilsulfato de sodio 
(Polyacrylamide Gel with 
Sodium dodecyl sulfate). 
Amortiguador salino de 
fosfatol (Phosphate buffer 
salive). 
Plasma fresco normal. 
Plasma fresco normal pobre 
en plaquetas. 
Concentración peso/volumen. 
Radio inmunoanálisis. 
Ribonudeoproteínas. 
Revoluciones por minuto, 
Síndrome de anti-fosfolípidos. 
Síndrome de anti-fosfolípidos 
primario. 	 • 

Suero bovino fetal. 
Suero de bovino recién 
nacido. 

Dodedl sulfato de sodio 
(Sodium Dodecyl Suifate). 
Suero humano normal 
Suero humano normal tratado 
a 56 °C durante 30 minutos: 
Antígeno Smith. 	• 
Temperatura ambiente 
(Aproximadamente 20 °C). 
(N,NI NP,N1-Tetrametil- 
etilendiamino). 
Tiempo de protrombina. 
Tiempo pardal de 
tromboplastina activa. 
Tiempo de Veneno de Víbora 
de Russell. 
Examen de laboratorio usado 
para diagnosticar sífilis (Vene- 
real Disease Reference 
Laboratory). 
Región variable de las 
cadenas pesadas. 
Región variable de las 
cadenas ligeras kappa. 
Región variable de las 
cadenas ligeras. 
Concentración 
volumen/volumen. 

SDS 

SIEN 
SHN56  

Sm 
TA 

TEMED 

• TP 
TPTa 

TVVR 

VDRL 

VH 

Vk  

v, 
VA/ 
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INTRODUCCION 

rt 

Por muchO tiempo se ha considerado que la principal función del sistema inmune es 
la protección del huésped en contra de agentes infecciosos ambientales y productos 
tóxicos. En consecuencia, el sistema inmune es necesario para sintetizar anticuerpos 
dirigidos contra antígenos expresados por el medio ambiente externo. Sin embargo, en los 
últimos 30 años el concepto se ha modificado al encontrarse que el sistema inmune de casi 
todos los vertebrados es capaz de producir, en cantidades relativamente altas, anticuerpos 
que no solo reconocen antígenos ambientales externos sino también, anticuerpos dirigidos 
contra antígenos altamente conservados durante la evolución, tales como acuna, histonas, 
y ácidos nucleicos, y además, anticuemos que reconocen constituyentes celulares ubicuos, 
como AMP-cíclico, fosforílcolina y colesterol. Con esto parecería, que el sistema inmune 

_tiene el potencial para producir anticuerpos específicos que reconocen estructuras propias. 
Debido a que el sistema inmune produce y secreta continuamente anticuerpos que 

reconocen estructuras propias, esto ha sido la base para el estudio de autoanticuerpos 
naturales, i.e., los anticuerpos mostrados en el suero de animales e individuos 
fisiológicamente sanos. • 

Por otra parte, pueden existir situaciones en las que se produzca un trastorno de la 
inmunorregulación .que lleve a la formación de autoanticuerpos con potencial patogénico 
sobre estructuras del huésped, y como consecuencia cause daño a tejidos y 
secundariamente la expresión de estados patológicos que puedan llevar a la muerte del 
individuo. 

Este concepto nos lleva a definir que existen por lo menos dos grandes grupos de 
fenómenos autoinmunes, uno natural, que probablemente cumpla una función fisiológica 
dentro del sistema inmunológico; y uno patogénico, el cual esté fuera de la regulación del 
sistema inmune y por lo tanto se manifieste como enfermedad. 	 • 

El presente trabajo considera estos 2 fenómenos de autoinmunidad, los cuales 
pueden o no estar relacionados entre sí. 

4. GENERALIDADES 

4.1 AUTOINMUNIDAD NATURAL 

Uno de los principales papeles del sistema inmune es el distinguir entre antígenos 
áutólogos y no propios. Esta característica del sistema inmune le permite identificar y 
reaccionar con antígenos extraños 'sin causar daño. inicialmente, se consideró que la 
tolerancia a lo propio (estado de no-autoinmunidad), estaba relacionado con la ausencia de 
autoanticuerpos y linfocitos autorreactivos. Apoyando esta hipótesis, Ehrlich (1904) acuñó 
el término "horror autotoxicus", expresando la visión de que la presencia de 
autoanticuerpos es anormal y tiene una consecuencia clínica grave. 
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En 1959 Bumet como un corolario de su teoría de "selección donar, formuló el 
concepto de "deleción donar, en la que propuso que las donas, que expresan receptores 
para antígenos fetales son detenidas en su desarrollo y eliminadas, confiriendo tolerancia. 
Por lo tanto, la presencia de autoanticuerpos estaría relacionada en el surgimiento de / 
donas autorreactivas "prohibidas" a través de mutación, ó por liberación de antígenos' 
secuestrados. Hallazgos subsecuentes indicaron que los linfocitos autorreactivos pueden 
identificarse en el sistema inmune normal del adulto, surgiendo algunas dudas a cerca de 
la teoría de la "selección donar, y dando pie a que Nossal y cols., formularan la teoría de la 
"anergia donar Acorde can este concepto, los linfocitos que surgen, pasan a través de 
una fase en la cual, sobre un encuentro antigénico, estos son funcionalmente inactivados, 
pero no eliminados. Con una visión opuesta, Jeme propone su "teoría de la red", en la que 
la auto-reactividad es un componente normal del sistema inmune maduro. El sugiere que la 
principal función de este sistema es vigilar el medio interno y mantener una homeostasis 
macromoléculas, más que para proteger al huésped del medio externo que lo rodea. 
Durante los últimos 20 años, se ha acumulado suficiente evidencia que muestra que la 
actividad autoinmune es ubicua en condiciones normales, y varias teorías han sido 
propuestas para su explicación. . 

4.2 AUTOANTICUERPOS NATURALES 

El término de autoanticuerpo natural se refiere a anticuerpos autorreactivos 
presentes en el suero, que no necesitan de la estimulación antigénica ó mitogénica de 
células B para su síntesis. Inicialmente, la presencia de estos anticuerpos se relacionó a 
antígenos desconocidos ó infecciones subclínicas. Sin embargo, ahora se cree que los 
anticuerpos naturales son formados independientemente del estímulo antigénico. 

Los autoanticuerpos naturales son un componente de la inmunidad natural que 
también incluye a las células asesinas naturales y macrófagos. Uno de los principales 
papeles de este sistema es áctuar como una primera línea de defensa y destruir agentes 
extraños en el contacto inicial. 

Durante las últimas 2 décadas se han detectado varios anticuerpos naturales en el 
suero de animales y humanos sanos y en algunas poblaciones especiales, incluyendo 
familiares sanos en primer grado de pacierites con enfermedades autoinmunes, individuos 
normales de más de 70 años, y pacientes con gamopatias =nacionales. Por ejemplo, han 
sido reportados factores reumatoides, anticuerpos antinucleares; anticuerpos anti-DNA e 
histonas, y anticuerpos linfocitotóxicos, en el suero de familiares en primer grado de 
pacientes con lupus eritematoso generalizado (LEG). lsenberg y cols., mostraron 
anticuerpos anti-DNA con el idiotipo patogénico 16/6, en el 24% de los familiares sanos en 
primer grado de pacientes con LEG. De manera similar, se ha encontrado factor 
reumatoide, anticuerpos anti-tiroideos, anticuerpos anti-centrómero, y anticuerpos anti-
mitocondriales, en el suero de familiares de pacientes con artritis reumatoide, tirotoxicosis, 
esderodermia, y cirrosis biliar primaria respectivamente. 

Los anticuerpos naturales también han sido encontrados a títulos altos en el suero 
de pacientes con mieloma múltiple, macroglobulinemia de Waldenstram, y gamopatía 
monodonal benigna. Avrameas y dols., detectaron que 5.7% de los sueros de 612 
pacientes con gamopatía monoclonal tuvieron autorreactividad contra actina, tubulina, DNA 
de cadena doble, miosina y tiroglobulina. Estudios subsecuentes muestran que el suero de 
pacientes con mielomas o condiciones relacionadas reacciona con historias, DNA, Ro y La, 
antígenos órgano específicos, Sm y RNP. Es importante hace notar, sin embargo, que en 
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solo pocos casos ha sido mostrado definitivamente que es la proteína del mieloma en sí la 
que se une al autoantígeno. 

El elevado porcentaje de autoanticuerpos en el suero de pacientes con discrasias 
de células plasmáticas sugiere que células B autorreactivas son más propensas a 
desarrollar una transformación neoplásic.a, á que las células plasmáticas capaces de 
producir autoanticuerpos son muy comunes en el repertorio de linfocitos a 

1 

4.3 ORIGEN Y MECANISMOS DE CONTROL DE LOS AUTOANTICUERPOS 

La detección de autorreactividad en el suero de individuos sanos implica que los 
genes que codifican para autoanticuerpos, incluyendo anticuerpos anti-DNA, pueden existir 
en el genoma de células B normales. Se ha observado que las células B producen 
autoanticuerpos polirreactivos de baja afinidad previo a la estimulación antigénica y que 
son codificados por genes de línea germinal. En apoyo a la existencia de genes de línea 
germinal que codifican para autoanticuerpos en el suero de personas normales, se han 
reportado algunas similitudes entre estos autoanticuerpos y la expresión de genes fetales, 
lo cual indica que ios genes VH  en un diverso espectro de autoanticuerpos son los mismos 
que aquellos expresados con una elevada frecuencia durante la ontogenia temprana. 
Estos datos sugieren que los autoanticuerpos naturales y los autoanticuerpos patogénicos 
(AAN), así como los tumores de células B expresan un repertorio restringido de genes V 
similar al generado durante la diferenciación temprana de precursores de células B. 

La población de células B con autorreactividad probablemente constituya una 
elevada proporción del total de células B. A este respecto, una intensa investigación se ha 
enfocado en un subgrupo de células Be  llamadas células B CD5 positivas (C05+) cuyo 
denominador común es la expresión en su superficie de un marcador que originalmente se 
creía que era exclusivo de células T pero que actualmente se sabe que también lo 
presentan un subgrupo de células B. Las células B CD5+  en el humano ó Ly-1+  en el ratón 
tienen en su superficie Ig. Los marcadores CD5 y Lyl son determinantes de superficie, los 
cuales son marcadores pan-T, y se expresan en la superficie de todas las células T, 
incluyendo los subtipos CD4 y CD8. Las células B CD5+  representan el 10 a 25% de las 
células B circulantes y esplénicas y constituyen la mayoría de las células B del bazo fetal 
humano y cordón umbilical. - 

La importancia de las células B CD5+  en la producción de autoanticuerpos se basó 
en 3 observaciones: 

a) La frecuencia de células B Lyl-CD5 en algunas especies murinas susceptibles a 
enfermedades autoinmunes y en humanos con enfermedades autoinmunes está 
incrementada. 

b) Las células 8 Lyl-CD5 producen autoanticuerpos. 
c) Existe un incremento significativo entre la asociación de leucemia linfocítica crónica 

CD5+  y enfermedades autoinmunes. 
No obstante, aunque en un inicio se intentó relacionar la función de las células 

CD5-Ly1 con enfermedades autoinmunes, un análisis crítico de varios hallazgos 
experimentales indican: 

I. Que mientras la frecuencia de Células B Ly1 están incrementadas en algunas cepas 
murinas pre-autoinmunes (NZB, ratón me"), este subtipo no está incrementado en otras 
especies pre-autoinmunes (MRL/lpr, y SJL). Esto sugiere que otros factores genéticos más 
sutiles controlan la frecuencia de células Lyl. 

II. Existe una elevada frecuencia de células B CD5 en ciertas enfermedades 
autoinmunes humanas (artritis reumatoide, SjÓgren, esderoderrnia y síndrome de anti- 
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fosfolípido primario), y en otras enfermedades (esquizofrenia), no obstante, no hay 
evidencia de un incremento de estas células en otras enfermedades autoinmunes 
sistémicas tal como el LEG ó enfermedades autoinmunes organo-específicas. 

III. Es aparente que los autoanticuerpos organo-específicos y no organo-específicos 
son producidos tanto por células B convencionales como por células B CD5-131, con la .1  
excepción de anticuerpos anti-eritrocitos de ratón bromelinizados (anti-ERBr) y anti-
timocitos, los cuales son producidos principalmente por células B Lyl del peitoneo en el 
ratón, y anticuerpos polirreactivos producidos por células B CD5}  en humanos. 

IV. No hay evidencia de una expresión preferencial de familias de genes VH ó Vi. en 
células B CD5 y Lyl, comparado con células B convencionales excepto los anticuerpos 
murinos anti-ERBr. 

V. Las células B CD5 y Lyl aparentemente usan genes V que no sufren hipermutación 
somática. Esto puede estar relacionado con una pérdida de la secuencia permisiva para los 
procesos de mutación y cambio de isotipo, ó alternativamente, a causa de una falta de 
respuesta de este subtipo de células a células T de ayuda. El papel de las células 8 Lyl-
CD5 en la producción de autoanticuerpos aún debe ser esclarecido. 

4.4 ORIGEN DE LOS AUTOANTICUERPOS PATOGENICOS 

Hay dos teorías que intentan responder esta pregunta, una de estas se basa en la 
producción de autoanticuerpos patogénicos a partir de genes de linea germinal, como 
consecuencia de un defecto en la regulación de la producción de los autoanticuerpos 
naturales. La segunda teoría está basada en que estos autoanticuerpos son el resultado de 
genes que sufren mutación somática derivada de un antígeno. La primera evidencia de 
que los autoanticuerpos naturales pueden estar relacionados con los autoanticuerpos 
patogénicos se originó del estudio del idiotipo 1616, el cual se identificó originalmente en un 
anticuerpo IgM anti-DNA derivado de un pacientes con LEG. Los anticuerpos con el idíotipo 
1616 se han encontrado eir los depósitos inmunes en lesiones renales y de la piel de 
pacientes con esta enfermedad. Este idiotipo es codificado por el gen de línea germinal 
VH26 (familia VH3), y linfocitos B policlonalmente activados de sujetos normales producen 
anticuerpos con este idiotipo, y también puede estar presente en anticuerpos que se unen 
al polisacárido K-30 de la Klebsiella. Una iñterpretadón de éstos datos es que el idiotipo 
16/6 ha sido conservado para ayudar a proteger a las especies contra infecciones, pero 
que en ciertas circunstancias algunos autoanticuerpos que portan este idiotipo son sobre 
regulados y pueden ser patogénicos. Otros autoanticuerpos también derivados de 
pacientes con lupus, es probable que sean codificados por genes de línea germinal, por 
ejemplo, el anticuerpos anti-DNA 21/28 codificado por la familia VH1. 

4.5 MODELOS MURINOS DE AUTOINMUNIDAD 

Ya que el modelo más estudiado de autoinmunidad es el del ratón que desarrolla 
espontáneamente una enfermedad semejante al LEG, tomaremos a éste como un ejemplo 
en la patogenesis de autoinmunidad, 'pudiendo ser esto común ó no para otros trastornos 
autoinmunes. 

Los defectos encontrados en los modelos animales simplemente nos muestran la 
elevada complejidad que tiene el desarrollo de un trastorno autoinmune, lo cual se hace 
aún más evidente cuando se intenta estudiar en el hombre. De hecho, se hace evidente 
que la enfermedad que intenta llamarse "lupus murino" no es similar dentro de una misma 
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especie (el ratón) ya que los genes que regulan a este trastorno varían de una cepa a otra, 
lo cual genera una gran diversidad de manifestaciones con un fondo patogénica diferente. 
Por este motivo, el intentar hacer equivalentes estos defectos en la enfermedad que 
desarrolla el humano tal vez no sea adecuado. En el hombre no es posible tener un control 
estricto de razas y menos aún el tenerlo genéticamente controlado y además, no es posible 
controlar el medio ambiente que lo rodea, lo cual hace más complejo su estudio. 

4.5.1 PATOGENESIS DE LA AUTOINMUNIDAD EN LOS RATONES DE NUEVA 
ZELANDA (NZ) 

La etiopatogenia de las enfermedades autoinmunes no ha podido estudiarse 
profundamente por carecerse de modelos apropiados, sin embargo, las cepas de ratones 
que desarrollan espontáneamente una enfermedad muy parecida al LEG del humano han 
sido un modelo Importante para el estudio de la patogénesis de esta enfermedad, y una 
ayuda importante para el desarrollo y demostración de varios procesos inmunológicos 
básicos. En este sentido, el entendimiento de la patogénesis y la etiología del lupus murino 
puede extrapolarse a la enfermedad del humano, lo cual ha ayudado a generar el 
conocimiento universal de la autoinmunidad y la inmuno-regulación. 

El desarrollo de modelos animales del síndrome de anti-fosfolípidos (SaF), ha 
comenzado a brindar sus primeros frutos, con, respecto al papel patogénico de los aFL. 
Durante los últimos años se han descrito varios modelos animales de SAF. La cepa de 
ratones autoinmunes NARLIIpdlpro  que posee el gen Ipr de linfoproliferación, fue el primero 
de ellos. En este modelo, se ha observado que después de los dos meses de edad, los 
ratones MRUIpr desarrollan títulos altos de autoanticuerpos, incluyendo aFL de clase IgG, 
que se asocian a la presencia de trombocitopenia y a gestas de productos de talla baja. Se 
ha descrito también, como en los pacientes con SAF, que los aFL de los ratones MRLIIpr 
tienen reactividad cruzada con otros fosfolípidos acídicos pero no contra DNA. La cepa 
congénica MRU+ que carece del gen lpt; también presenta la enfermedad pero con menor 
gravedad, además desarrollan títulos anormales de aFL y trombocitopenia pero en etapas 
mucho más tardías de la vida. 

Un modelo murino que desarrolla títulos altos de aFL, asociados a manifestaciones 
Clínicas, es el del ratón Negro de Nueva álanda (NZB). Este ratón tiene un promedio de 
vida de 467 días para los machos y de 431 para las hembras (Tabla 1). La muerte a tan 
corta edad se atribuye al desarrollo de anemia hemolítica entre el primero y quinto mes de 
vida. La anemia es causada por anticuerpos contra eritrocitos. Los autoanticuerpos contra 
eritrocitos (ACE) en esta cepa de ratones pueden ser detectados desde los tres meses de 
edad y alcanzan una frecuencia del 100 % a los doce meses de su vida. En los ratones 
NZB también se detectan autoanticuerpos naturales timocitatóxicos (ANT) que reconocen 
linfodlos T. La presencia de los ANT antecede a la aparición de los ACE y alcanza una 
frecuencia del 100 % a los 3 meses de edad. Con respecto a los ACE, se conocen cuatro 
tipos en los ratones NZB, tres de estos antígenos son crípticos y reconocen eritrocitos 
tratados con bromelina. La naturaleza del epítope fue revelada por Kawaguchi en 1987'. 

Otro autoanticuerpo presente en el modelo NZB es el ANT, estos anticuerpos de 
isotipo lgM reaccionan virtualmente contra todas las célula T en un patrón similar al de los 
anticuerpos anti-Teta. Sin embargo, la identidad del antigeno(s) es controversial, pues 
existe una gran heterogeneidad en la respuesta de los ANT, lo cual dificulta la 
caracterización de los antígenos de la célula T involucrados en el reconocimiento. 
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TABLA 1 
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RATONES AUTOINMUNES 

DE NUEVA ZELANDA 

PARAMETRO 
Sobrevida 

Machos 
Hembras 

Autoanticuerpos 
naturales 
predominantes 

Degeneración acelerada 
del timo 
Infiltración de tejido 
por células linfoides 
Predominancia de sexo 

Causa primaria 
de muerte 

NZB 

467 
431 

BiVVF1  

439 
280 

timocitotóxicos 
anti-eritrocitos 
anta-DNAcs 
anti-gp70 

anti•-DNAcd, cs 
anti-histonas 
anti-RNA 
anti-gp70 

si 	 si 

si 
baja frecuencia 
de hembras 
anemia hemolitica 

si 
principalmente 
hembras 
falla renal 

Media de la sobrevida en días 

Los ratones NZB también tienen anticuemos circulantes contra DNA de cadena 
simple (DNAcs), sin embargo, no sufren glomerulonefritis severa. Una observación 
importante, es el hecho de que algunos autoanticuerpos monoc.lonales murinos y 
anticuerpos convencionales tienen capacidad de reconocer a más de un antígenoz  
Además, el patrón de reactividad antigénica y el repertorio que desarrollan las células de 
bazo de los ratones NZB jóvenes es también similar al de los ratones normales4, lo cual 
sugiere que la autorreactividad es una función normal en la ontogenia del sistema inmune. 
Sin embargo, en animales genéticamente predispuestos a desarrollar autoinmunidad, el 
nivel funcional y estructural de los autoanticuerpos puede cambiar con la edad. 

4.5.2 LINFOCITOS B 

Con respecto a las células' B de los ratones NZB, una de sus principales 
características es su hiperactividad (Tabla 2). Se ha reportado que presentan un proceso 
de maduración precoz que lleva a la existencia de grandes cantidades de células B 
maduras y a la existencia de precursores en etapas tempranas de maduración5. 
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TABLA 2 
ANORMALIDADES EN LOS LINFOCITOS DE LOS RATONES 

DE NUEVA ZELANDA 

r 
r 

r 

1 

LINFOCITOS B 
Producción espontánea de Ig's in vitro. 
Hipergammrnaglobulinemia. 
Elevado número de unidades formadoras de colonias 

de células B, células 13 clonables. 
Depleción temprana de precursores de células B de 

médula ósea. 
Mayor número de células Ly-1+  
Mayor respuesta a antígenos, mitógenos y a las señales 

de las células T. 
Defectos en la inducción de tolerancia. 
Acumulación intracelular de cadenas J y del fragmento 

C terminal de la cadena m. 
Mayor expresión del oncogen c-myc. 
Menor capacidad de generación de células T supresoras. 

LINFOCITOS T 
Actividad T supresora disminuida. 
Reacción mixta linfocitaria autóloga disminuida. 
Defecto en la inducción de tolerancia. • 	• 
Incremento en la producción de autoanticuerpos post 
• trasplante en hospedero normal. 

Una evidencia que explica la hiperactividad de las células B, es el incremento en la 
respuesta a las señales de las células accesorias". Apoya lo anterior, el hallazgo de la 
sobre expresión del oncogen c-myc y la acumulación en el citoplasma de dos proteínas, la 
cadena J y el fragmento C terminal de la cadena m9, estas dos alteraciones son 
características de las células B activadas de los ratones NZB. 

Los reportes de la asociación del marcador Lyt-1 (marcador de superficie que se 
pensaba era exclusivo de las células T) con el linfoma murino de las células B, y su 
homólogo humano el Leu-11°  con la leucemia linfocitica crónica, ayudaron al 
descubrimiento de una población de células B de bazo que expresan dicho marcador de 
superficie en los ratones NZB11. 

El estado de activación de las células B Ly-1+  se ha determinado por los niveles 
elevados de transcripción de c-myc y por la facilidad con la que pueden ser 
inmoitalizadas12. 

Otra característica de las células 13 Ly- es su capacidad de regular funciones de 
las células linfoides. Por ejemplo, existen reportes que muestran que la actividad de ayuda 
("helper) de las células B Ly-r se puede deber a la secreción de una linfocina no-
inmunoglobulina13. Se ha descrito también una citocina que acelera la maduración de 
células e y cuyo. origen son las mismas células B, que tiene la capacidad de inducir 
actividad de ayuda idiotipo-especifica en estas células. Existen reportes de la participación 
de las células B Ly-1+  en la inmunosupresión de células T'4. Los ratones NZB adultos 
tienen células B Ly-f "hiper diploides" con los cromosomas 10, 15, 17 y X duplicados, 
además de una sobre expresión de la molécula la de superficie. El paso de células 
hiperdiploides de NZB a receptores (NZB x DBA/2)F1  resulta en la expansión de las 
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poblaciones celulares del bazo del receptor, decremento de las células B peritoneales 
endógenas Ly-1+  y de las células B de bazo, se incrementan los macráfagos de bazo, y se 
reducen los niveles de IgM sérica y de autoanticuerpos anti-DNAcs. La actividad reguladora 
de las células B Ly-1+  es más intrigante por el hecho de que se encuentran en el timo de 
ratones normales1°, 

Los estudios relacionados con la estructura de las inmunoglobulinas producidas por 
las células B Ly-1+1  muestran que existe restricción en el uso de los genes que codifican 
para las regiones variables. En dos estudios recientes se reportó que existe uso exclusivo 
de una familia de genes VH, la VH1116' 17. El análisis de linfomas de células B Ly-f también 
muestra que existe restricción del uso de los genes VH y VL dada por la selección del 
antígeno; al parecer dichos genes no sufren hipermutación somática". Los !infamas de 
células B Ly-f mostraron una importante capacidad para realizar el cambio de isotipo 
manteniendo la especificidad contra fosfatidílcolina. 

En los ratones NZB el número de células 8 Ly-1+  tanto de peritoneo como de bazo 
es aproximadamente normal (tabla 3); en tanto que en los híbridos B/W F1  los niveles de 
estas células en bazo son mucho mayores comparados con los ratones NZB. En cultivo, se 
ha observado que las células B Ly-/*  son las responsables de la secreción de lgM 
característica de la células de bazo de los ratones NZBIlx, siendo su especificidad dirigida 
contra antígenos propios, que incluyen timocitos y DNAcs. La exposición in vitro de las 
células de bazo de los ratones NZB a antígenos exógenos resultó en la estimulación de 
células B Ly-1" y no de Ly-1+ 11201  lo que sugiere que el repertorio de las inmunoglobulinas 
de superficie de las células B Ly-/* está dirigido en contra de antígenos propios. Sin. 
embargo, se ha observado que también las células B Ly-1" de bazo producen anticuerpos 
contra DNAcs21. 

TABLA 3 
PROPIEDADES DE LAS CELULAS B Ly-1' DE LOS RATONES 

DE NUEVA ZELANDA 

Mayor número en bazo y cavidad peritoneal; aún más aumentadas en el híbrido 
BAA/ F1  comparadas con los ratones NZB. 

Se encuentran presentes en la circulación de los ratones NZ ancianos. 
Son las responsables de la liberación espontánea de los anticuerpos in vitro. 
Los anticuerpos que producen reconocen antígenos propios; glóbulos rojos, 

timocitos, DNA. 
Generalmente son estimuladas por si mismas, y no por antígenos exógenos. 
Sus funciones parecen estar reguladas por células T. 
Existen subpoblaciones hiperdiploides que se encuentran presentes en los ratones 
NZB ancianos y cuya función aparentemente es reguladora. 

Se ha reportado que existen diferencias en cuanto a la especificidad de loá 
autoanticuerpos producidos por las células 8 Ly-1+. Por ejemplo, a diferencia de las células 
B Ly-1+  de bazo de los ratones NZB las células B Ly-1 de peritoneo producen con mayor 
frecuencia anticuerpos anti-ERBrnt  en tanto que, las células B Ly-r de bazo provenientes 
del híbrido 8/W F1  no se asocian con la producción de autoanticuerpos dirigidos contra 
DNAcd. Los anticuerpos que reconocieron ERBr mostraron una relativa monoespedficidad, 
en contraste con la poliespecificidad de los anticuerpos que reconocen DNA y también 

12 



proteínas del citoesqueleto, aunado a su baja afinidad que sugiere que son 
autoanticuerpos naturales. 

Las evidencias de hiperactividad y producción espontánea in vitro de 
inmunoglobulinas por las células B Ly-1+  en los ratones NZB, pueden no ser características 
inherentes de estas células, sino posiblemente, de un proceso de regulación deficiente. 	/ 

La relevancia de la asociación entre las células B Ly-1+  y autoinmunidad se refleja 
también en los estudios recientes en humanos, cuyo homólogo son las células B Leu-1 
(CD5). Estas células sintetizan factor reumatoide y autoanticuerpos anti-DNAcs además, 
se sabe que constituyen el 50% de las células B del bazo fetal, que son raras en el bazo de 
los adultos23. 

4.5.3 INFLUENCIA DEL MICROAMBIENTE EN LA PRODUCCION DE 
AUTOANTICUERPOS 

Existen diversos estudios diseñados para estimar el efecto que tiene el 
microambiente no-autoinmune sobre las células B de los ratones NZB. 

Los datos de moléculas efectoras solubles sugieren también la existencia de una 
red de factores que se encuentran presentes en el microambiente y que ayudan al 
desarrollo de la respuesta autoinmune en los ratones NZB. En el suero de los ratones NZB 

jóvenes se encontraron factores que aceleran la maduración de los precursores de las 
células B24. 	 - 	• 

La nutrición es también un factor que puede influir en la autoinmunidad". En 
algunos trabajos se han reportado los efectos benéficos que tienen los lípidos derivados 
del pescado sobre los procesos inflamatorios. Lo anterior se fundamenta en que 
probablemente las grasas del pescado (ácido eicosapentanoico) son un sustrato pobre 
para la producción de ácido araquidónico, en comparación a las grasas vegetales (ácido 
linoléico) y tienen una mayor tendencia a formar leucotrienos y prostaglandinas de tipo 
inhibitorio. La deprivacióndel zinc en la dieta disminuye la severidad de la enfermedad en 
los ratones NZB B/W F1  2 . No obstante, se desconoce el mecanismo de los efectos de la 
deprivación de zinc, se propone una participación en la formación de los "dedos de zinc" 
por las proteínas unidoras de DNAV  y/o en la actividad de la proteína cinasa C. La ingesta 
de una dieta libre de caseína por animales BAN F1  disminuye el cambio de isotipo de los 
anticuemos anti-DNAcd y el depósito en los glomérulos de complejos inmunes. 

Bajo el mismo contexto, la contribución de la inmunidad asociada a mucosas en la 
enfermedad de los ratones NZ puede ser importante. Se ha visto que las células de las 
placas de Peyer de los ratones NZB no producen espontáneamente in vitro 
inmunoglobulinas, como lo hacen las células de bazo, además de que la relación lgA/IgG 
en estos mismos animales es mucho menor que en los ratones DBA/23°. 

4.5.4 PARTICIPACION DE LAS CELULAS T EN LA PRODUCCION DE 
AUTOANTICUERPOS 

Existen evidencias indirectas que muestran que la respuesta autoinmune en los 
ratones NZB y BNV F1  esta relacionada con la actividad de las células T de ayuda (tabla 4). 
Lo anterior incluye la demostración de la dependencia de las células B tanto de ratones 
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NZB como de BNV F1  a las señales provenientes de las células T de ayuda en la 
proliferación y producción de inmunoglobulinasl 31. 

TABLA 4 
EVIDENCIAS QUE APOYAN LA PARTICIPACION DE LAS CELULAS T EN LA 

PRODUCCION DE LOS AUTOANTICUERPOS PATOGENICOS DE LOS 
RATONES DE NUEVA ZELANDA 

El tratamiento de ratones B/W F1  con anticuerpos anti-CD4 reduce la severidad de la 
enfermedad. 

La presencia de anticuerpos antinucleares en los ratones NZ similares á los reportados 
en la enfermedades ICH. 

El trasplante de células T de ratones NZB a hospederos DBA/2 resulta en el aumento de 
los niveles de autoanticuerpos. 

El requerimiento de las células T in vitro para la producción de 	autoanticuerpos and
DNAcd, y del cambio de isotipo de lgM a IgG. 

El requerimiento de las células T para la síntesis in vitro de autoanticuerpos catiónicos 
por células de ratones B/W El  y SNF1. 

Los estudios realizados en donas de células T de ratones NZ confirman la participación 
de las células T en la producción de los autoanticuerpos. 

En forma directa, se observó un incremento en la producción de autoanticuerpos 
cuando se transplantaron conjuntamente células T de ratones NZB y células 8 de ratones 
DBA/2 a receptores DBA/xid32, además, se determinó la dependencia de las células T, en la 
producción in viim de autoanticuerpos por células B tanto de ratones NZB como de ratones 
DBA/233' 34. 

Los estudios de donas de células T autorreactivas se usaron también para 
esclarecer el requerimiento de células T en la producción de autoanticuerpos. Las donas T 
de ayuda mostraron la capacidad de influir en las vías de diferenciación de células So  a 
través de su especificidad antigénica (antígeno más moléculas la), y también en forma 
antígeno inespecífica (moléculas la solas)35. 

4.5.5 CELULAS NO T-NO B 

En los ratones NZB también se han estudiado las células no T-no 8, aunque en 
forma menos extensiva que los linfocitos. La producción de prostaglandina E (PGE) por 
macrófagos peritoneales de ratones B/W F1  se encuentra disminuida38, y en los ratones 
NZB parece existir un defecto en la IL-1 en las células dendriticas de bazo de los ratones 
NZB3'. La actividad NK (natural killer NK, asesinas naturales) parece estar alterada también 
en los ratones autoimunes. En un ensayo para determinar la actividad NK de timocitos de 
ratones NZB y 81W F1  contra un blanco de timocitos jóvenes, mostró menor capacidad de 
lísis, fenómeno que se observa también en las células de bazo de ratones NZB38, lo que 
sugiere un posible mecanismo por Tedio del cual las células T autorreactivas pueden 
escapar a la eliminación. 
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4.5.6 COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

La asociación entre la presencia de determinadas moléculas del complejo principal 
de histocompatibilidad (CPH) y la presencia de una enfermedad autoinmune en particular 
no es poco común en humanos ni en animales, además de que los sistemas in vitro que se 
usan para estudiar la producción de autoanticuerpos consistentemente muestran el 
requerimiento de compatibilidad en el CPH33' 39' `(tabla 5). 

TABLA S 	s 
PARTICIPACION DEL CPH EN LAS ENFERMEDADES 

DE LOS RATONES DE NUEVA ZELANDA 
. , 

La restricción del CPH que se observó en la producción in vitro de autoanticuerpos. 
La adición de anticuerpos anti-la reduce la producción de autoanticuerpos in vitro. 
La presencia de características similares en el lupus murino y en la enfermedad de 

• ICH. 
La condición de heterocigotos H-2 asociados a lupus murino en ratones := BAN F1  y 
• '• 	SNF1. 	• 	" • 	• 	• • 	. 	• 	. 	, 

Los estudios genéticos que muestran una fuerte asociación entré autoinmunidad y *. 

	

, genes del CPH. 	• • 	 • 	• 
La expresión aberrante de moléculas la en células epiteliales, Incluyendo tejido del 

fimo, que puede estimular la proliferación mediada por el CPH de células T 
autorreactivas. 

Una evidencia que apoya fuertemente la participación del CPH en el desarrollo de 
autoinmunidad es la producción de autoanticuerpos en la reacción injerto-contra-huesped 
(ICH)4'' 2. La infiltración de las células linfoides al tejido de los ratones NZB semejan la 
reacción que se presenta en la enfermedad ICH"3. Sin embargo, el papel que juega el CPH 
en el lupus eritematoso generalizado (LEG) puede ser más complejo al que se observa en 
la inducción de la enfermedad de ICH. Es importante tener en cuenta que la región del 
'CPH es la única estudiada en este sentido, y que no se debe descartar la posible 
participación del complejo menor de histocompatibilidad (CMH) conocido también como 
antígenos menores de estimulación de linfocitos«. 

4.5.7 EL TIMO EN LA AUTOINMUNIDAD DE LOS RATONES NZ 

El timo es un órgano linfoide con participación central en la maduración de las 
células T. Las anormalidades en este órgano tienen un enorme impacto en la homeostasis 
del sistema inmune y por tanto en la regulación de la respuesta inmune. El modelo NZB de 
autoinmunidad se caracteriza por presentar múltiples problemas en dicho órgano (tabla 6). 
Los ratones NZB muestran al igual que otros modelos murinos de lupus, una acelerada 
atrofia del timo43. La degeneración del timo es una característica relativamente temprana 
del proceso de autoinmunidad de los ratones NZB y puede ser detectada, inclusive, a 
menor edad que los ANT46. 

' Se ha estudiado también la influencia del timo en la grevedad de las enfermedades 
autoinmunes en el contexto de las hormonas sexuales, 
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La forma en que las anormalidades del timo influyen en la enfermedad de los NZB y 
B/W F1  aun se desconoce; no obstante, son muy claras las diferencias entre los ratones 
autoinmunes y los que no lo son. 

4.5.8 GENETICA 

Los trastornos inmunológicos presentes en los ratones NZB son el resultado de 
alteraciones genéticas. A pesar de que la naturaleza de las alteraciones se desconoce, la 
información de la influencia genética en la enfermedad autoinmune de los ratones NZB 
muestra que son varios genes los que están involucrados en la expresión de la 
enfermedad, la expresión de dichos genes parece ser en forma dominante o codominante. 

Para conocer la genética de los ratones autoinmunes NZB los investigadores han 
estudiado cepas congénicas recombinantes. En los reportes de Datta y colaboradores47  
muestran que la hiperactividad de las células B, la producción de autoanticuerpos y la 
reacción anormal con linfocitos autólogos mixtos son fenómenos independientes. Existe 
también información que apoya el hecho de que los ANT y los anticuerpos anti-DNAcs son 
producidos por genes independientes. El trabajo de Raveche y colaboradores45.muestra 
evidencias de regulación multigénica en la síntesis de los anticuerpos anti-eritrocitos. Miller 
y colaboradores proponen la interacción entre dos grupos de genes no relacionados para 
fundamentar las características inmunopatológicas de los ratones NZB. 

La asociación más consistente de las características autoinmunes con locus 
genéticos específicos, sigue siendo hasta la fecha, con el sistema principal de 
histocompatibilidad. 

Es posible cierta generalización en la enfermedad autoinmune de los ratones 
híbridos NZB y de sus cepas derivadas basada en los estudios genéticos, debido a que las 
anormalidades humorales y celulares tienen concordancia. En los ratones NZB, la 
hiperactividad policlonal parece estar unida a la hiperactividad endógena de las células 
madre totipotenciales, al número mayor de células 	y a la hipergammaglobulinemia 
IgM. Estas características están posiblemente más asociadas con la producción de ANT, 
menos asociadas con la producción de anticuerpos anti-eritrocitos y mínimamente 
asociadas con la producción de anticuerpos. anti-DNA. Aparentemente no existe asociación 
con el H-2, sin embargo, la participación del cromosoma 4 en el modelo NZB es evidente. 
Alternativamente, en el modelo 113NV El  la respuesta anti-DNA no se asocia con 
hipergammaglobulinemia, pero se ve influenciada por el cromosoma 17 (H-2) de las dos 
cepas parentales y con el cromosoma 6 de los ratones NZVV49' 5°. 

4.6 ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA (aCL) 

La asociación entre manifestaciones clínicas y presencia de anticuerpos anti- 
, fosfolípidos (aFL) fué reportada primeramente en pacientes con lupus eritematoso 

generalizado (LEG), quienes presentaban trombosis u otras manifestaciones vasculares 
periféricas, anticoagulantes circulantes y/o prueba serológica para sífilis falsa positiva51. No 
obstante, fue hasta que se desarrollaron técnicas más sensibles y específicas para la 
detección de anticuerpos anti-cardiolipina (aCL), que se pudo conocer la verdadera 
magnitud de esta asociación. Con la aplicación del radioinmunoanálisis (RIA)52  y 
posteriormente del ensayo inmunoenzimático (ELISA)53, para la detección de los 
anticuerpos aCL, se hizo claro que en pacientes con LEG la presencia de anticuerpos aFL 
puede asociarse con diversas manifestaciones clínicas que constituyen un síndrome dentro 
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de la enfermedad64. Posteriormente se encontró que el síndrome puede presentarse en 
pacientes con títulos altos de aFL, y las manifestaciones clínicas a las que se asocian estos 
anticuerpos, en ausencia de datos clínicos o serológic.os de otra enfermedad primaria, se le 
denominó "síndrome de anti-fosfolípidos primario" (SaFP)65•57, para distinguirlo del síndrome 
de anti-fosfolípidos secundario o asociado que se presenta primordialmente en pacientes 
con LEG. 

Existen diversas circunstancias en las cuales los aFL pueden aparecer en un 
individuo, las más importantes son: 1.- como anticuerpos naturales, en cuyo caso son 
autoanticuerpos codificados por genes de línea germinal; 2.- como resultado de la 
interacción de factores inmunogenéticos y factores ambientales; 3.- como consecuencia de 
una des-regulación inmune y/o activación policional intrínseca de una enfermedad 
autoinmune; 4.- como anticuerpos anti-idiotipo de otros anticuerpos; 5.- inducidos por 
fármacos, y 6.- como resultado de procesos infecciosos, en cuyo caso, la génesis de los 
aFL es principalmente dirigida por antígeno. 

4.6.1 ANTICUERPOS ANTI-FOSFOLIPIDOS COMO ANTICUERPOS NATURALES 
- 	• " 

' 	• 

Todos los ratones normales tienen anticuerpos naturales de Clase lgM contra 
ERBr 68. 69. El epítope que se expone con el tratamiento de estas células con bromelina, es 
la fosfatidilcolina (FTC), fosfoljpido de carga neutra localizado en la cara externa de la 
membrana de las células'' eo,  . La FTC que es el fosfolípido más abundante de la cara 
externa del eritrocito se encuentra recubierta por sialoglicoproteínas que pueden ser 
removidas por enzimas proteolíticas tales como la tiolproteasa bromelina (Be' 63. Los 
aFTC son en su mayoría de clase IgM, sin embargo, se han reportado autoanticuerpos 
naturales de clase IgG que están regulados por anticuerpos de clase IgM64. Los 
.anticuerpos de clase 11M son producidos principalmente, mas no exclusivamente, por 
células B Ly-1+  (CD5r, un subgrupo de células B que expresa en su superficie el 
marcador conocido como CD5, que se pensaba era exclusivo de linfocitos T. La proteína de 
membrana CD5 no está relacionada con el receptor de superficie para el antígeno del 
linfocito B. Las células B CD5+  representan del 10-15% de los linfocitos circulantes y de 
bazo66, y constituyen la mayoría de los linfocitos B del bazo fetal humanoz3  y del cordón 
umbilicar7. A estas células se les ha atribuído la función de ser productoras de 
autoanticuerpos naturales de clase IgM2°. En ratones se ha determinado que las células B 
CD5+  que producen aFTC se encuentran concentradas en la cavidad peritonealea, y en las 
cavidades pleuropericárdicas69. En estas cavidades las células B CD5+  expresan un 
repertorio de anticuerpos diferente al de los linfocitos convencionales, lo cual aumenta la 
posibilidad de que la especificidad de estos anticuerpos dependa de un grupo particular de 
genes VH  y VL. Se ha propuesto que estas diferencias se deben a mecanismos de 
selección celular que operan específicamente en la población de células B C05+  o bien en 
ese sitio en particular. 

El uso de un grupo de genes por los anticuerpos aue muestran reconocimiento 
contra ERBr ha sido demostrado por diferentes autoresiu' ill ". En el trabajo de Andrade y 
colaboradores72, se muestra la distribución relativa de diez genes VH  y siete Vk con lo que 
los autores concluyen que la distribudión es dependiente de la localización de las células, 
su interacción con el medio ambiente que las rodea y la edad de los individuos. Los genes 
conocidos que codifican para los autoanticuerpos naturales contra ERBr son: VH  81X 
(7183), VH  300-19 (Q52), VH  5107 (S107), VH  X24 (X24), VH  PB14 (J606), VH  P6-3R1 (30-
60), VH  PNP (VH  11) pertenecientes todos a la familia VH  11. De la familia Vk, los que 
codifican para autoanticuerpos naturales son: Vk1, Vk4, Vk8, Vk9, '4421 Vk22 y Vk23. 
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Algunos de estos anticuerpos tienen reactividad cruzada contra otros fosfolípidos 
zwitteriónicos y/o aniónicos incluyendo cardiolipinal. 

Parece ser que en etapas tardías de la vida de ratones NZB, se incrementan los 
títulos de anticuerpos naturales contra FTC, fenómeno que coincide con un segundo brote 
de anemia hemolítica que los lleva a la muerten. En 1990 nosotros describimos el caso de 
un paciente con anemia hemolítica y títulos altos de aCL de clase lgM con reactividad 
cruzada contra FTC73. Los anticuerpos purificados de su plasma reconocieron ERBr y 
eritrocitos envejecidos in vitro. Este último hallazgo nos sugiere que los autoanticuerpos 
contra FTC pueden participar en la eliminación dé eritrocitos envejecidos. 

La noción de que los autoanticuerpos aFL pertenecen al grupo de los 
autoanticuerpos naturales se apoya en los siguientes hallazgos: primero, la identificación 
de un idiotipo relacionado con el idiotipo público 16/674  en el suero de pacientes con 
SaFP75. Los anticuerpos que portan dicho idiotipo son codificados por genes de línea 
germinal que sufren poca o ninguna mutación somática"; segundo, se encontró además 
que algunos pacientes con SaFP tienen aumentado el número de células B CD5+  
drculantes'n, subgrupo de células B que es productor de autoanticuerpos, naturales, 
demostrado esto último en modelos murinos. 

4.6.2 FACTORES INMUNOGENETICOS Y aFL 

En los familiares de pacientes con LEG se encontró una alta prevalencia de aFL 
(especificamente aCL), detectados por ELISA, comparados con la población normal no 
relacionada"; aunado ésto a la presencia de aFL en los pacientes con LEG, que se 
encuentran relacionados con marcadores del complejo principal de histocompatibilidad 
(MHC), particularmente con componentes del sistema del complemento en los que se ha 
reportado la presencia de alelos nulos tanto de C4A como de C4B7s. 79. 

La asociación de aCL y HLA-DR7 se reportó también en pacientes con LEG del 
norte de Italia, en tanto que una asociación entre HLA-DR4 y aCL de pacientes con LEG 
fue reportada en un estudio pequeño realizado en Inglaterras°. Los estudios anteriores 
reflejan las diferencias étnicas de la frecuencia de los genes HLA-DR entre dos 
poblaciones. Esto también puede reflejar la participación de los genes HLA-DRR4 debido a 
que ambos antígenos están contenidos en el DRw53 y portan la cadena DRI14. 

En pacientes con SaFP de Inglaterra, se encontraron aumentados en frecuencia el 
DR4 y el DRw53. El DR3, DRw52a y la deleción en el gen de C4A que están fuertemente 
asociados con LEG en pacientes caucásicos y en la población negra se encontraron 
disminuidos en ese estudio, lo cual apoya las diferencias en la predisposición genética 
cuando se comparan pacientes con LEG definidos'. El DQw7 en estos pacientes se 
encuentra aumentado, los autores sugieren que el incremento se debe a desequilibrio de 
unión entre el DR4-DRw53 y el DQw7, y que el locus DR está más fuertemente asociado 
que el DQB en pacientes con SaFP. Aún más, el riesgo relativo tan alto en pacientes con 
SaFP esta dado por el alelo DRw53, el cual está presente en todos los pacientes con aCL 
positivos de este estudio, lo cual sugiere que este alelo puede jugar un papel directo en el 
desarrollo de respuesta autoinmune contra fosfolipidossi. 

En un estudio realizado en pacientes mexicanos se encontró asociación con el DR-
5 (DRB1*1201) y susceptibilidad a desarrollar SaFP82. El DR5 se encontró 
significativamente aumentado en pacientes con SAFP, lo cual apoya la noción de que la 
cadena 11 del DR y DQ tiene secuencias relacionadas con la producción de aFL en estos 
pacientes. Recientemente el mismo grupo de investigadores tipificaron los genes DRI1 y 
DQI1 de los 17 pacientes mexicanos con SaFP, por la técnica de reacción de polimerasa en 
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cadena (PCR) usando sondas de DNA complementarioea. La frecuencia de los genes 1-ILA-
DR5 y DRw52 estuvo significativamente aumentada en los pacientes con el SaFP al 
compararla con la frecuencia de estos alelas en los controles (200 haplotipos de sujetos 
normales). En el estudio se muestra que 14 de los 34 cromosomas de los pacientes 
presentaron el alelo DRw52 sin estar presente el DR5 lo que sugiere una participación 
independiente de los genes DRill y DRB3 en el desarrollo del SaFP. 

Otros datos que apoyan la participación de factores inmunogenéticos en el 
desarrollo del SaF recicle en el estudio de familias en las que se ha encontrado más de un 
miembro con el SaFP, así como el estudio de familias con un miembro con SaFP y otro u 
• otros con LEG84. 

4.6.3 DES-REGULACION INMUNE Y aFL. 

La des-regulación inmune trae como consecuencia una excesiva producción de 
autoanticuerpos, incluyendo los aFL, que es un punto cardinal en pacientes con LEG 85. En 	 • 
los pacientes con SaFP puede también ocurrir des-regulación inmune que aparentemente 
es diferente a la que ocurre en pacientes con LEG u otras enfermedades autoinmunes. 

•• 

-4.6.4 aFL COMO ANTICUERPOS ANTI-IDIOTIPO 
, 

El análisis serológico de idiotipos ha permitido incluir ciertos mecanismos en la 
generación de autoanticuerpos, a pesar de que el origen de esta respuesta aún no se 
define. Los estudios de las actividades biológicas de los idiotipos y sus anti-idiotipos han 
iluminado ciertos puntos en el desencadenamiento de las enfermedades autoinmunes. 
Shoenfeld y Mozese6, mostraron que.  la  inmunización de ratones normales con un 
anticuerpo monodonal humano que porta el idiotipo 1616 produjo una enfermedad con 
características clínicas, serológicas e inmunopatológicas iguales al LEG. Estudios 
posteriores demostraron que también un anticuerpo anti-idiotipo puede producir el mismo 
fenómeno, lo que sugiere que la perturbación de la red idiotipo-anti-idiotipo por un idiotipo 
patogénico o un anti-idiotipo puede iniciar multiples manifestaciones de LEG. Existen 
estudios relacionados con la respuesta proliferativa del 16/6 y del anti-16/6 en células T de 
pacientes con LEG, sus familiares y en sujetos controles. Los resultados sugieren que la 
alteración de la red del 16/6 también puede ocurrir en seres humanos con enfermedades 
autoinmunes87) 88. 

En modelos murinos se ha podido demostrar que la manipulación de una red de 
anta-idiotipos puede inducir la producción de autoanticuerpose9. La regulación de la 
respuesta autoinmune por interacciones idiotipo-anti-idiotipo también ha sido demostradag°. 

La observación de idiotipos con reactividad cruzada entre los anticuerpos contra la 
proteína p24 gag del virus de inmunodeficiencia tipo 1 y los anticuerpos anti-Sm del suero 
de pacientes con LEG, sugiere, que el desarrollo de un proceso infeccioso juega un papel 
importante en la generación de una población idiotípica vía mimetismo molecular91. Con la 
des-regulación de éstos anticuerpos por un mecanismo de retroalimentación positiva, no 
dependiente de idiotipo, se puede intehsificar y perpetuar la respuesta92. 

La posibilidad de que algunos aFL pueden ser anticuerpos anti-idiotipo de otros 
anticuerpos emerge a consecuencia del descubrimiento de un anticuerpo de cabra contra 
proteína C, un anticoagulante natural humano, que expresa idiotipos que son reconocidos 
por anticuerpos presentes en el suero de sujetos normales y de pacientes con LEG. Estos 
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anticuerpos anti-idiotipo contra anticuerpos de cabra anti-proteína C, también se 
comportaron como aCL93. 

4.6.5 aFL INDUCIDOS POR FARMACOS 

A algunos pacientes que reciben tratamiento con clon romazina se les han 
detectado títulos altos de aFL94, este fármaco, puede inducir LEG , así como en algunos 
casos, la producción de AAN en ausencia de manifestaciones clínicas de lupus o cualquier 
otra enfermedad autoinmunes6. 

4.6.6 aFL INDUCIDOS POR INFECCIONES 

El primer aFL reportado fue el relacionado con sífilis, que posteriormente se usó 
para

re
el diagnóstico serológico de esta enfermedad. En procesos Infecciosos virales 

también se ha podido demostrar el incmento en los títulos de aFL 91. En pacientes con el 
virus de inmunodeficiencia adquirida (HIV), el incremento en los títulos de estos anticuerpos 
se ha atribuido a infecciones oportunistas98' m, sin embargo, Maclean y colaboradores 
proponen que el virus es por si mismo capaz de inducir la producción de aFL1°3. 

4.6.7 aFL Y ANEMIA HEIVIOLITICA 

En el trabajo publicado por Delezé y colaboradores se encontró una fuerte 
asociación entre la anemia hemolítica y aCL de ciase IgM a títulos altos en pacientes con 
LEG1°1. El papel patogénico de estos anticuerpos en la producción de la anemia hemolítica 
se ha hipotetizado pero aun no existe demostración directa. La razón por la cual se duda 
de que los aFL tengan un papel patogénico en la anemia hemolítica es el conocimiento de 
que los FL aniónicos se localizan en la cara interna de las membranas celulares y por lo 
tanto no quedan expuestos a dichos anticuerposl°2* 1°3. No obstante, se ha reportado que 
en eritrocitos que han sufrido daño en la integridad de su membrana los fosfolípidos (FL) 
aniónicos pueden exponerse en la cara extema1°2  y de esta manera pueden dar origen a 
anticuerpos patogénicos que tienen capacidad de reconocer fosfolípidos zwitteriónicos por 
reacción cruzadal°4. 

En el trabajo de Cabral y colaboradores73  se reportó un paciente con anemiahemolítica 
y aFTC unidos a sus eritrocitos en el momento de hemólisis activa. Los autores reportan 
además, que los anticuerpos eluídos de los eritrocitos reconocen eritrocitos de ratón 
tratados con bromelina (ERBr), y que al estar presentes las proteínas del complemento 
producen hemólisis. Los anticuerpos reconocen además eritrocitos almacenados, 
procedimiento que expone la FTC del eritrocito por pérdida de la capa sialoglicoprotéica 
que la recubre. Estos no son los primeros datos de la capacidad hemolítica de los aFL en el 
humano. En 1961 Jenkins y Marsh reportaron tres pacientes con anemia hemolítica y 
prueba serológica para sífilis falsa positiva, a los pacientes se les detectaron además, 
anticuerpos que reconocían eritrocitos almacenados y tratados con enzimas1°5. Oken y 
colaboradores describieron un paciente con anemia hemolítica y prueba de Coomb's 
positiva, VDRL positivo, IgM sérico aumentada así como factor reumatoide positivo1°6. 
Cooper y colaboradores reportaron un paciente con !infama y antecedentes de anemia 
hemolítica quien desarrollo un anticuerpo monoclonal IgM, que debido a la reacción 
fuertemente positiva para VDRL se encontró que reconocen CL y FTC. Estos dos 
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fosfolípidos junto con el colesterol forman el antígeno de la prueba de VDRC°7. Del Papa y 
colaboradores describieron un paciente con SaFP, anemia hemolítica y crioglobulinemia 
cuyos anticuerpos eluídos de sus eritrocitos presentaban reactividad cruzada con CL. El 
isotipo de los anticuerpos detectados fué IgG y reconocían exclusivamente con fosfolípidos 
de carga negativam. 

4.6.8 SINDROME DE ANTICUERPOS ANTI-FOSFOLIPIDOS (SaF) 

La existencia del SaF como entidad clínica propia está cada vez más definida y 
delimitada. Diversas manifestaciones clínicas sé correlacionan con la presencia de aFL en 
el suero y aún en otros líquidos biológicos como orinara. Las manifestaciones clínicas 
incluyen una alta frecuencia de oclusiones vasculares que habían sido originalmente 
observadas en pacientes con anticoagulante lúpico (AL) positivo y prueba serológica para 
sífilis falsa positiva"' 110. Uno de los trabajos más extensos y con mayor número de 
pacientes estudiados es el elaborado por Alarcón-Segovia y colaboradores en 1989111, en 
el que se estudiaron los aCL de 500 pacientes con LEG mediante ELISA, usando CL como 
antígeno. Las manifestaciones clínicas que se encontraron significativamente asociadas 
con la presencia de aFL a títulos altos fueron: trombosis venosas (particularmente las que 
se presentan en forma recurrente), trombocitopenia, 'anemia hemolítica, perdida fetal 
repetida, livedo reticularis, úlceras en piernas, oclusiones arteriales, hipertensión pulmonar 
y mielitis transversa. Las tres últimas mostraron una asociación muy débil, al parecer 
debido a la baja frecuencia con la que se presentan en pacientes con LEG. Para definir 
mejor la significancia de la asociación los autores usaron dos estrategias, una de ellas fue 
el estudio de un número grande de pacientes con la manifestación clínica en cuestión 
(fuera del grupo de los 500 pacientes estudiados) y la otra fué el investigar la presencia de 
las manifestaciones en pacientes con SaFP. 

También se han asociado la presencia de aFL con valvulopatía cardiaca"' y con 
hipoadrenalismo que se ha encontrado en pacientes con SaFP113, La corea no 
estreptocóccica que también ha sido propuesta como relacionada a la presencia de aFL en 
LEG, pero no ha sido apoyada claramente en estudios mayores debido posiblemente a su 
baja frecuencia. Sin embargo, se ha visto que ocurre en pacientes con SaFP114r  Algunas 
manifestaciones clínicas se asocian preferentemente con aFL de clase IgG, como son la 
pérdida fetal repetida, la trombosis venosa y la trombocitopenia, en tanto que se asocian 
con aFL de clase lgM la anemia hemolítica, las úlceras en piernas, el livedo reticularis, la 
hipertensión pulmonar y la mielitis transversa. 

Los pacientes con SaF pueden tener títulos altos de los aFL en forma persistente 
detectados por ELISA, aún cuando el ensayo de AL retorne a la normalidad. Ishii y 
colaboradoresfi5  analizaron un grupo de pacientes con LEG e identificaron dos subgrupos: 
uno que mostró persistentemente títulos altos de aFL y otros con incrementos eventuales 
pero generalménte con títulos bajos (normales) de los aFL El subgrupo con aFL 
persistentemente altos presentan las manifestaciones clínicas asociadas al SaF, sin 
variación en los títulos del anticuerpo con la actividad de la enfermedad y una baja 
frecuencia de nefritis lúpica. El subgrupo con títulos intermitentemente altos presenta sólo 
algunos síntomas del SaF, los títulos de los anticuerpos aumentan con los períodos de 
exacerbación de la enfermedad y tienen una alta frecuencia de nefritis lúpica. 
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4.6.9 EPITOPES RECONOCIDOS POR LOS aFL 

Los aCL tienen una amplia reactividad cruzada contra otros fosfolípidos de carga 
negatival16. Esto es verdad particularmente en anticuerpos de clase IgG de pacientes con 
LEG, en tanto que, los anticuerpos de clase lgG de pacientes con sífilis, los de clase IgM 
de pacientes con LEG, SaFP y sífilis reconocen además FL zwitteriónicos73. 117' 118. En 
algunos pacientes se han reportado aFL que reconocen fosfatidiltanolamina (FTE), estos 
anticuerpos no muestran reactividad cruzada contra cardiolipina, por lo que se ha 
propuesto que el reconocimiento es especificamente de la LisoFTE, un producto de 
degradación de la FTE que tiene reactividad cruzada parcial con CLug. El reconocimiento 
específico de la FTE es importante debido a que los anticuerpos que reaccionan contra 
este FL lo hacen cuando se encuentra en fase hexagonal II (que es una conformación 
espacial diferente a la que forma la capa lipídica), no existiendo reconocimiento del FL en la 
fase lamelar12°. Los fosfolipidos in vivo se disponen en fase lamelar (bicapa). Con ello se 
puede pensar que al tomar una conformación no usual los FL pueden ser antigénicos, lo 
que desencadena la respuesta inmune contra ellos. 

Un estudio interesante en ratones realizado recientemente por Rauch y Janoff121, 
mostró que la FTE en fase hexagonal es más inmunogénica que en fase lamelar en 
ausencia de adyuvantes. Los aFL resultantes de esta inmunización fueron fuertemente 
reactivo contra FTE, mostraron reactividad cruzada contra cardiolipina y tuvieron actividad 
-funcional de AL Otro punto importante relacionado con el epítope involucrado en la 
reactividad de los aFL es la cabeza polar de los FL, que confiere la especificidad de 
algunos anticuerpos. Esta especificidad también se ve afectada por la cadena de ácidos 
grasos. El reconocimiento de dicha cadena depende del tamaño de ésta"7. La importancia 
de la cabeza polar de ros FL se ha observado tanto en anticuerpos derivados de pacientes 
con sífilis como en aquellos derivados de pacientes con LEG122. Por otro lado existe el 
reporte de un estudio en el que se encontró que la unión de los aFL es dependiente de la 
cadena de ácidos grasos y requiere de cadenas de 14 átomos de carbono como mínimo123. 

De acuerdo a los estudios reportados por Pengo y colaboradores124, es muy 
probable que no todos los anticoagulantes "Lúpicos" circulantes sean el mismo aFL. En un 
estudio en el que se fraccionó el plasma de dos pacientes con títulos altos tanto de aFL 
como de AL se encontró, que cada una de las actividades se localizaron en fracciones 
diferentes125. Valesini y colaboradores aisláron anticuerpos aCL y encontraron que estos 
prolongaban el tiempo parcial de tromboplastina activada de forma dosis-dependiente128. 
En otro estudio se encontró que 15 sueros con AL positivo tuvieron aFTE y fueron inhibidos 
en el reconocimiento de éste FL con tromboplastina. Sin embargo, la mayoría mostró 
reactividad cruzada con CL127. 

Se ha observado que la reactividad cruzada es principalmente entre FL cargados 
negativamente Lel DNAcs pudiendo extenderse al reconocimiento de plaquetas y células 
endoteliales128' 14141. 

Por otro lado, en 1990 se postuló la aparente importancia de la Baglicoproteina-I 
(1(2GP-1) para la detección de los aFL in vitro. Tres grupos en forma simultánea reportaron 
que los aFL purificados de sueros de pacientes con SaF reaccionaban con fosfolípidos de 
carga negativa en presencia de la fl2GP-I sin mostrar reactividad contra fosfolípidos 
aniónicos solos ni contra %GPI sola én el ensayo de ELISA13132. Aparentemente los aFL 
reconocen un epítope del complejo formado entre la (12GP-I y fosfolípidos de carga 
negativa, dicho complejo, se propuso que podría funcionar como un modelo de acarreador-
hapteno133. 

En diversos trabajos se ha reportado que los aFL de los pacientes con 
enfermedades autoinmunes como LEG y SaFP reconocen a los fosfolípidos aniónicos sólo 
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si está presente la P.,2GP-I134-136  y que los aFL de los pacientes con enfermedades 
infecciosas, como la sífilis, tienen mayor reactividad contra la CL sola, e inclusive al estar 
presente la R2GP-1 en el ELISA la reactividad de los aFL no se modifica o disminuye, 
probablemente por competencia con los fosfolípidos. 

La diferencia en el requerimiento de la 152GP-I entre los aFL de los pacientes con, 
enfermedades autoinmunes y los aFL de pacientes con enfermedades infecciosas permitió 
a Matsuura y oblaboradores147  clasificar a los aFL en dos grupos: los aFL autoinmunes que 
requieren de la R2GP-1 para su detección in vitro, se encuentran presentes en pacientes 
con enfermedades autoinmunes y se asocian a ciertas manifestaciones clínicas como 
trombosis, trombocitopenia, perdida fetal recurrente, etc. El segundo grupo, el de los aFL 
no autoinmunes, no requieren de la 112GP-I para su detección in vitro, se encuentran 
presentes en pacientes con infecciones como sífilis y no se asocian a manifestaciones 
clínicas. Según lo anterior, los aFL autoinmunes están reconociendo el complejo 112GP-I-FL 
y los no autoinmunes reconocen al FL propiamente dicho134' 138. 

Recientemente Viard y colaboradores publicaron que los pacientes con LEG con 
manifestaciones trombóticas, tienen anticuemos de clase lgG dirigidos contra la 112GP-l. 
Hallazgo que fue confirmado por Arviux y colaboradores m  y por _Shoenfeld y 
colaboradores'"'. La t3.2GP-1 es un anticoagulante natural que inhibe la vía intrinseca de la 
cascada de la coagulación y la actividad de protrombinasa de las plaquetas humanas142i 

• 
1431  funciones que ubican a la ‘12GP-1 como un potente inductor de procesos &embebeos144  , 

-en el caso de ser blanco de autoanticuerpos. En 1995 Cabral y colaboradores "5, estudiaron 
un grupo de pacientes con SaFP y encontraron que el 86% tuvieron 112GP-1 de clase IgG, 
sus estudios de inhibición con micelas de CL mostraron que los arl2GP-I y los aCL son 
autoanticuerpos diferentes que pueden estar en forma simultánea en pacientes con SaFP. 

• Los pacientes con LEG pueden tener además las manifesatciones clínicas del 
SaF111. La presencia de aFL en estos pacientes se asocia a manifestaciones 
hemocitopénicas y vasculares 14, sin embargo, existe un grupo de pacientes con LEG 
que tienen SaF pero sin aFL séricos"6. En 1995 Cabiedes y colaboradores"' estudiaron 
un grupo de pacientes con LEG y SaF con y sin aFL séricos y encontraron que las 
manifestaciones clínicas del SaF se asocian con mayor fuerza a la presencia de a(GP-t 
que a la presencia de aFL. Aparentemente la generación de procesos trombóticos 
asociada a la presencia de aFL en enfermedades autoinmunes, se debe a aFL y/o aa2GP-1 
que reconocen a la Cl2GP-1 nativa o Modificáda por FL de carga negativa. 

Lo anterio sugiere que los anticuerpos dirigidos contra los fosfolípidos propiamente 
dichos son anticuerpos cuyo origen fué un proceso infeccioso, o bién que son anticuemos 
naturales que reconocen FL aniónicos y/o neutros. 

4.6.10 HETEROGENEIDAD FUNCIONAL E INMUNOQUIMICA DE LOS aFL 

La mayoría de los aCL tiene reactividad cruzada con otros FL aniónicos, sin 
embargo, sólo algunos reconocen también FL zwitteriónicos. Esta reactividad puede estar 
relacionada con el isotipo del anticuerpo, de ésta manera tenemos que anticuerpos contra 
FL aniónicos pueden ser de clase lgG o lgM en tanto que anticuerpos contra FL 
zwitteriónices son con mayor frecuencia lgM. En la tabla 6 se muestra la clasificación de los 
FL de acuerdo a su carga y al isotipo de los anticuerpos reactivas contra cada uno de ellos. 
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Tabla 6 

 

Carga de los fosfolípidos e isotipo de los anticuerpos anti-fosfolípidos 

 

Fosfolípidos 	 lsotiyo 

 

   

Aniónicos 
Cardiolipina (CL) 
	

IgG, lgM 
Fosfatidílserina (FTS) 
	

IgG, lgM 
Fosfatidilinositol (FTI) 
	

IgG, IgM 

Zwitteriónicos 
Fosfatidilcolina (FTC) 	 lgM 
Fosfatidiletanolamina (FTE) 	 IgG, lgM 
Esfingomielina (EM) 	 lgG, lgM 

Tomada de la referencia número 148 

Como se mencionó, los aCL requieren de la fl2GP-I para ser detectados en el 
-ELISA. Esta regla se cumple para los aCL presentes en el suero de los pacientes con LEG 
y en el suero de los pacientes con SaFP, lo que sugiere, que el requerimiento de la 112GP-I. 
El requerimiento del cofactor no necesariamente en un fenómeno de todo o nada. Algunos 
sujetos pueden tener aCL detestables en ausencia del cofactor y con la adición de 12GP-I 
el reconocimiento del anticuerpo puede incrementarse149. De ésta manera, en la mezcla 
policlonal de aFLs presentes en un suero, pueden existir cuatro tipos de anticuerpos, 
aquellos que requieren del cofactor para reconocer a los FL aniónicos, aquellos que en 
presencia del cofactor se incrementa su reconocimiento, aquellos que no requieren del 
cofactor para reconocer al fosfolípido y aquellos que reconocen al fosfolípido propiamente 
dicho. 

Existen aFL tanto de clase lgG como de clase lgM que pueden ser detectados 
porque producen prolongación del tiempo parcial de tromboplastina activada (TPTa), sin 
corregir con la adición de plasma normal. Esto indica, que está presente un inhibidor (AL) 
más que una deficiencia de factores de la coagulación. Algunos de los AL tienen 
reactividad cruzadá contra CL en el ELISA. Por otro lado, también se han reportado sueros 
en los que existe tanto el AL como los aCL, que no muestran reactividad cruzada entre si. 
Bevers y colaboradores demostraron que algunos aFL de clase 19$ requieren de 
protrombina más que de il2GP-1 como cofactor para reaccionar con Ft... Se, desconoce 
aún si los aFL de clase lgM con actividad AL requieren o no de la protrombina como 
cofactor. 

Los anticuerpos contra FL zwitteriónicos son principalmente y en algunas 
instancias, exclusivamente de clase IgM73' 149. Tal es el caso de los anticuerpos reportados 
contra FTC que son todos de clase IgM149. La reactividad cruzada que muestran estos 
anticuemos con CL fué lo que permitió su detección. 

En experimentos realizados pór Reisinger y colaboradores en los que se inocularon 
ratones irradiados, con células B de ratones NZB de diferentes edades, se encontró que 
las células provenientes de ratones viejos producen más anticuerpos contra ERBr, éste 
fenómeno coincide con el desarrollo de anemia hemolítica que lleva a la muerte a los 
ratones receptores151. Por lo tanto, los autoanticuerpos naturales pueden ser patogénicos 
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tanto en ratones como en el hombre. Recientemente se ha identificado un grupo de 
pacientes con una variante del SaF que se manifiesta principalmente por el desarrollo de 
anemia hemolítical52  y la presencia de aFTC, esta manifestación se ha identificado también 
en pacientes con SaFP14  y en pacientes con LEG153. 

Alarcón-Segovia y Cabral propusieron una clasificación de los aFL, que ayuda a 
describir a los nuevos aFL y permite caracterizar mejor a los ya conocidos (tabla 7). 

TABLA 7 
Clasificación de los aFL 

1. aFL reactivos contra fosfolípidos aniónicos 
A. Reconocen CL en el ELISA (aCL) 

t- Requieren de fl2GP-1 como cofactor 
2.- No requieren de 1 2GP-1 como cofactor 

B. Con actividad AL 
1.- Requieren de trombina como cofactor 
2.- No requieren de trombina como cofactor 

C. Reconocen CL por ELISA y tienen actividad de AL 

II. aFL reactivos contra fosfolípidos zwitteriónicos 
A. Reactivos contra FTC en el ELISA y de eritrocitos , 	. 	• 	-• 

tratados con bromelina (EBr). 	 . ,,  
1.- Con reactividad cruzada contra CL en el ELISA 
2.- Sin reactividad cruzada contra CL en el ELISA 

B. Reactivos contra otros fosfolipidos zwitteriónicos 

111. aFL escondidos (aCLE) 

IV. aFL reactivos contra otras proteínas plasmáticas 
A. Reactivos contra proteína S unida a FL 
B. Reactivos contra proteína C activada unida a FL. 

Tomado de la referencia númerc; 148 

. 	La clasificación se apoya en los siguientes puntos: 1) los aFL's más que un simple 
anticuerpo constituyen una familia de autoanticuerpos; 2) un aFL puede tener reactividad 
cruzada con otros fosfolípidos, así como con otros antígenos (v.g. DNA, vimentina, etc.); 3) 
en el suero de un paciente puede haber una mezcla de varios tipos de aFL con 
características inmunoquímicas y propiedades biológicas diferentes; 4) algunos aFL 
pueden ser autoanticuerpos codificados por genes de línea germinal, en tanto que otros 
pueden ser dirigidos por antígeno y sufrir mutaciones o hipermutaciones somáticas; y 5) 
aun cuando sean codificados por genes de línea germinal contra un sólo FL puede haber 
heterogeneidad de reconocimiento debida a la participación de diversos genes que 
codifican para los fragmentos que constituyen los dominios variables de las cadenas 
pesadas y ligeras de los aFL. 
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4.6.11 ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA ESCONDIDOS (aCLE) 

En 1989 Cheng y colaboradores/5'3  comunicaron que el calentamiento de sueros 
humanos normales (SHN), de pacientes con LEG y de pacientes 'con sífilis, a 56°C durante 
30 minutos descubre anticuerpos anti-cardiolipina (aCL) que previamente no eran 
detectables. La actividad aCL potenciada por el tratamiento con calor se inhibe con 
liposomas de cardiolipina y se abate al depletar los sueros de la fracción lgG al pasarlos 
por columna de proteína A (Prot-A). El incremento de los títulos de aCL detectados por 
ensayo inmunoenzimático ELISA es evidente tanto en el suero de individuos sanos como 
de pacientes con LEG y sífilis. Los datos presentados en el reporte sugieren la presencia 
de un factor sérico termolábil que impide, en condiciones normales, la detección de los 
aCL por ELISA154. 

Los sueros que han sido analizados para VDRL, -técnica que utiliza la inactivación 
con calor-, no muestra una alta frecuencia de positividad, lo cual sugiere que la 
potenciación por calor de los anticuerpos que reconocen CL pura en el ELISA son una 
población diferente de aFL de la que reconoce la mezcla de CL, FTC y colesterol en el 
VDRL. Las diferencia antigénicas entre la CL inmovilizada en las placas de ELISA y la CL 
del antígeno VDRL habían sido ya reportadas por Harris155  y colaboradores en 1988 para 
los aCL °nativos". 

El fenómeno de potenciación de la actividad aCL ocurre dentro de límites muy 
estrechos de temperatura, entre los 45 y 60 °C155' 157. Temperaturas menores no liberan al 
anticuerpo y temperaturas mayores parecen desnaturalizarlo de manera irreversible, pues 
pierde su capacidad de reconocer a la CL en las placas de ELISA. Cuando se mantiene 
constante la temperatura a 56°C y se varía el tiempo de incubación, sé observa un 
Incremento rápido de los niveles de aCL de isotipo lgG (aCL-lgG) e IgM (aCL-IgM) a los 30 
minutos, fenómeno que se mantienen por dos horas aproximadamente1/7. En este tiempo 
se alcanza el máximo de liberación de los aCLE y posteriormente comienza el descenso, 
posiblemente porque el anticuerpo se desnaturaliza. 

Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que existen aFTC a títulos 
bajos, con reactividad cruzada con CL en el suero de sujetos clínicamente sanos/58. Estos 
anticuerpos son exclusivamente de isotipo IgM y tienen una importante polirreactividad 
cruzada con estructuras como DNAcd, DNAcs, vimentina, ácido fosfatídico (AF) y 
fosforilc,olina (FRC). Además, son inhibidos con gamaglobulina agregada (GGA) y 
reconocen eritrocitos humanos y de ratón tratados con bromelina. Las características de los 
aFTC sugieéen que pertenecen a la familia de los autoanticuerpos naturales. 

La des-regulación inmune trae como consecuencia una producción exagerada de 
autoanticuerpos, incluyendo aFL, que puede ser cardinal en pacientes con LEG55. En 
pacientes con SaFP puede también ocurrir una des-regulación inmune que al parecer es 
diferente a la que ocurre en pacientes con LEG u otras enfermedades autoinmunes, pues 
da origen a la producción exagerada de autoanticuerpos de una sola familia, la de los aFL. 

Recientemente Cabral y colaboradores publicaron el caso de un paciente con 
anemia hemolítica autoinmune que presentó títulos altos de aFTC de clase IgM con 
reactividad cruzada con CL159. Los aFL eluidos de los eritrocitos del paciente al momento 
de hemólisis activa reconocieron CL y FTC por ELISA y se unieron a ERBr, así como a 
eritrocitos almacenados. Los aCLE también reconocen eritrocitos bromelinizados o 
envejecidos por157 almacenamiento159  y eritrocitos de camero16°. En el trabajo de Hasselaar y 
colaboradores los aCLE estudiados no mostraron reactividad cruzada con DNAcd, sin 
embargo, no se probó ningún otro antígeno. Se desconoce si estos anticuerpos reconocen 
otras moléculas como DNAcs, FRC o vimentina. 
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Hasta la fecha se han descrito dos categorías de aFL presentes en sujetos 
clínicamente sanos, una de ellas, la más estudiada es la de los autoanticuerpos que 
reconocen FTC, que como ya se mencionó son exclusivamente de isotipo lgM, se 
encuentran a bajas concentraciones, son polirreactivos y no requieren de la r1,2GP-1 para su 
detección in vitro. Su capacidad hemolitica sugiere que participan en la depuración de / 
eritrocitos envejecidos o que han sufrido algún daño en su integridad. La otra categoría de.  
aFL es la de los aCLE que se detectan sólo después del tratamiento de sueros humanos 
normales a 56 °C durante 30 minutos. Se desconoce aún, la naturaleza del inhibidor 

- termolábil que los oculta y las características de los anticuerpos que componen esta familia 
de aFL. 

• 

5. 11(POTESla 

Los anticuerpos anti-cardiolipina escondidos son autoanticuerpos que reconocen 
fosfolípidos tanto de carga negativa como neutros y no tienen reactividad cruzada con otras 

• moléculas (DNAcd, DNAcs, vimentina, etc.), por lo que el factor termolábil que oculta su 
actividad debe ser de naturaleza fosfolipídica. 

• 

fa.Q1U11.11.25 

1. Estudiar la frecuencia de los aCLE en una población clínicamente sana de México. 
2. Determinar el isotipo de los aCLE en la población sana. 
3. Determinar si los aCLE se encuentran presentes en sujetos con enfermedades 

autoinmunes (LEG y SaFP) e infecciosas (sífilis). 
4. Determinar los requerimientos del f32glicoproteina-I de los aCLE. 
5. Determinar si los aCLE reconocen otros fosfolípidos (de carga negativa: FTS, FTI, 

FTE, AF o de carga neutra: FTC, FTG) u otros antígenos (DNAcd, DNAcs, vimentina 
o GGA). 	 • 

es. 	Identificar el posible papel como anticoagulante circulante de los aCLE. 
7. Aislar y purificar los aCLE. 
8. Identificar la naturaleza fisicoquímica del factor temiolábil que oculta a los aCLE de 

sujetos sanos. 
9. Determinar si los aCLE cruzan la barrera filogenética de mediante su estudio en los 

ratones normales (Balb/c) y en los autoinmunes (NZB). 

w 

27 



7. SUJETOS DE ESTUDIO 

Se estudiaron 100 sueros de individuos sanos (SHN), 50 de pacientes con lupus 
eritematoso generalizado (LEG; 25 con manifestaciones clínicas y serológicas de SAF y 25 j/ 
sin manifestaciones), 22 sueros de pacientes con síndrome de anti-fosfolípidos primario 
(SaFP) y 25 de pacientes con sífilis de acuerdo a las siguientes definiciones: 

INDIVIDUOS SANOS. Sujetos clínicamente sanos de ambos sexos entre 18 y 60 
años de edad en cuyos sueros los exámenes de laboratorio para sífilis, hepatitis B y VIH 
fueron negativos. 

PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO. Individuos que 
reunieron los criterios propuestos por el Colegio Americano de Reumatología"' y los 
criterios propuestos por Alarcón-Segovia y colaboradores para la clasificación de pacientes 
con síndrome de anti-fosfolípidos asociado a lupus eritematoso generalizado146. 

PACIENTES CON SÍNDROME DE ANTI-FOSFOLÍPIDO PRIMARIO. Individuos 
que  reunieron los criterios de clasificación propuestos por Alarcón-Segovia y 
colaboradores162, 

PACIENTES CON SÍFILIS. Individuos con datos clínicos de la enfermedad, VDRL y 
FTA positivo, sin datos clínicos de otra infección o enfermedad concomitante. 

Para la búsqueda del fenómeno en ratones normales y autoinmunes se estudiaron 
20 sueros dé dos cepas murinas: 10 de ratones autoinmunes NZB y 10 de ratones 
normales Balblc, 
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tUZIATERIALES Y MEIODOS 

8.1 Liberación de los aCLE por calentamiento. De 50 a 500 pi de suero (sin tratar o 
adsorbido con miceles de fosfolipido) se depositaron en tubos eppendorf de 700 pl, se sellaron con 
papel sera (Parafilm) y se pusieron en baño maría a 56 °C durante 30 minutos. Al terminar el 
tratamiento se dejaron a TA hasta que se enfriaron. Cuando no se usaron inmediantamente se 
guardaron a 4 °C (no más de 2 días). La pérdida de volumen por evaporación se midió 
depositando una alícuota de 100 pI de sueros sin tratar en dos tubo eppendorf, uno de ellos se 
dejó a TA por 30 minutos y el otro se metió en un baño maría a 56 °C y se incubó por 30 minutos. 
Al terminar la incubación se dejó que los sueros tratados a 56 °C se enfriaran a TA y se midio el 
volumen en ambos tubos. 

8.2 ELISA estándar y modificado para la deteccion de aFL. Se sensibilizaron placas 
de poliestireno de 96 pozos (Nunc inc, Danemark 97F 4-39454) con 50 ml de FL (AF, CL, 
FRC, FTC, FTE, FTG, FTI y FTS; SIGMA Chemicals Co, St Louis MO.) a una concentración de 
50 mg/ml, disueltos en alcohol etílico J. T Baker). El etanol se evaporó con nitrógeno gas 
durante 30 minutos aproximadamente, cambiando de posición las placa para que el nitrogeno 
cayera directamente sobre los pozos. Una vez que se. evaporó el etanol, se bloquearon los 
sitios inespecíficos con 350 ml de una solución al 10% de suero bovino fetal (SBF, SIGMA 
ensayo estandar) o con 350 pi de una solución al 1.5 % de albumina sérica bozina  (ASB, 
SIGMA ensayo modificado) en PBS (NaCL 0.15M, Na2HPO4  0.01M, 'KH2PO4  0.01M pH 7.4) 
por 2 horas a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se lavaron las placas 3 veces por ":1  
tres minutos cada lavado, se secaron invirtiéndolas y golpeandolas contra una superficie 
absorbente y se guardaron toda la noche a 4 °C. Las diluciones de los sueros.  (1:100) se 
hicieron en SBF al 10% (ensayo estándar) o en ASB al 1.5 % (ensayo modificado) y se 
congelaron toda la noche. A la mañana siguiente las diluciones de las muestras se 
descongelaron a TA y las placas se pusieron a TA 15 minutos antes de empezar el ensayo. Se 
aplicaron 200 pi de cada muestra por duplicado en los pozos de las placas sensibilizadas. La.  
aplicación delas muestras se hizo en el menor tiempo posible ya que la incubación empieza al 
aplicar la primera muestra. Las placas con las muestras se incubaron por una hora a TA y 
posteriormente se lavaron 3 veces como se mencionó anteriormente. El anticuerpo anti-
humano conjugado con la enzima fosfatasa -alcalina específico contra IgG o IgM (anticuerpo 
anti-cadenas y o p humanas de SIGMA) se diluyó.  1:10 000 en SBF al 10% (ensayo estándar) 
o en ASB 1.5% (ensayo modificado). Los títulos del anticuerpo marcado se monitorizaron 
periódicamente. Las placas con el conjugado se incubaron por una hora a TA. Transcurrida la 
incubación se hicieron 3 lavados como se mencionó y se agregaron 200 pi por pozo del 
sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA) a una de concentración de lmg/ml disuelto 
en solución amortiguadora de dietanolamina (J. T. Baker) al 10% y 0.0005 M de MgCl2  (J.T. 
baker) pH 9.8. Las placas con el sustrato se incubaron a 37°C una hora en la obscuridad y 
posteriormente se midió la absorbancia a 405 nm en lector de microELISA (Labsystems 
Multiskan MS type 352). 

Para la detección de los aFL en los sueros de ratón se siguió la misma metodología, 
pero se diluyeron los sueros 1:10 en los amortiguadores mencionados, se aplicaron a los 
pozos de las placas sensibilizadas 100 pI los componentes (suros diluidos, conjugados, y 
sustrato de la enzima) y se sustituyeron los anticuerpos conjugados anti-humano por 
anticuerpos and-ratón (específicos contra cadenas y y p de ratón conjugados con fosfatasa 
alcalina, SIGMA) diluidos 1:1000 en los amortiguadores mencionados. El ensayo en general 
se corrió de la manera antes mencionada. 

29 



8.3 ELISA para detectar actividad anti-DNA. Los anticuerpos contra DNA se midieron 
de acuerdo a la técnica reportada por Koike163  con algunas modificaciones. Se sensibilizaron 
placas de polipropileno de 96 pozos (Nunc) con 100 pml de albúmina sérica bovina metilada 
(ASB-M) (SIGMA) a una concentración de 0.1% en PBS, las placas se incubaron durante 2 
horas a TA. Transcurrida la incubación se descartó la solución de ASB-M y se adicionaron 50 
pi de DNA nativo o desnaturalizado (DNA de timo de ternera, SIGMA) a una concentración de 
10 mg/ml en PBS que contenía EDTA 1mM (PBS-EDTA) y se incubó por una hora a TA. El 
DNAcs se obtuvo calentando el DNA de timo de ternera a 100 °C por 10 minutos. Después de 
tres lavados con PBS-EDTA se adicionaron 300 pl por pozo de ASB al 1.5 % en PBS-EDTA 
(PBS-EDTA-ASB) para bloquear los sitios inespeCíficos y se incubaron las placas durante una 
hora a TA. Posteriormente se lavaron las placas 5 veces con aproximadamente 300 pl de 
PBS-EDTA que contenía 0.05% de Tween 20 (BIO-RAD). Las muestras se diluyeron 1:100 en 
PBS-EDTA-ASB, en cada placa se incluyó una curva de diluciones seriadas del suero de un 
paciente con LEG con títulos altos de anticuerpos anti-DNA medidos por la técnica de Farr 
(RIA). A cada pozo y por duplicado se adicionaron 100 pl de la dilución y se incubó una hora a 
temperatura ambiente. Después de 5 lavados con PBS-EDTA-Tween las placas se secaron 
mediante golpeteo contra una superficie absorbente. Se adicionaron 100 pl/pozo del segundo 
anticuerpo anti-inmunogiobulina humana marcado con fosfatasa alcalina (específico de 
cadenas y o p, SIGMA) disuelto en PBS-EDTA-ASB a una concentración de 1:10 000 y se 
incubaron las placas nuevamente una hora a TA. Se lavaron nuevamente las placas 5 veces 
con 300 pi de PBS-EDTA-Tween y se secaron como se mencionó anteriormente. Por último se 
adicionaron 100 pl/pozo del sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA) disuelto en 
amortiguador de dietanolamina (dietanolamina 10%, MgCl2  0.0005M pH 9.8) y se incubaron a 
37°C por una hora a TA. Se adicionaron 50 pl de una solución de NaOH 3N para detener la 
reacción y posteriormente se midió la absorbancia a 405 nm en un lector de microELISA 
(Labsystems Multiskan MS type 352). 

8.4 ELISA para detectar la actividad de factor reumatoide (FR). Se sensibilizaron 
placas de 96 pozos (Nunc) con 100 pl/pozo de una solución de IgG (SIGMA) cuya 
concentración era de 10.8 pg/ml y se incubaron toda la noche a 4°C en cámara húmeda. Se 
lavaron las placas tres veces con aproximadamente 300 pl de albúmina sérica bovina (SIGMA) 
al 1.5 % y Tween-20 (BIO-RAD) al 0.05% (PBS-ASB-Tween), en cada lavado se agitaron las 
placas uno o dos minutos para eliminar perfectamente el material que no se adhirió. Los 
sueros se diluyeron 1:100 en PBS-ASB-Tween. 100 pl/pozo de las diluciones de los sueros se 
adicionaron en la placa por duplicado. Como control del ensayo se incluyó una curva dosis-
respuesta de un suero con FR(+) detectado por nefelometría, a las siguientes diluciones: 
1:5120, 1:10240, 1:20480, 1:40960, 1:81920 y 1:163840. Las placas con las muestras se 
incubaron por dos horas a TA. Después de la incubación las placas se lavaron tres veces 
como se mencionó anteriormente. Se adicionaron 100 ml del anticuerpo anti-humano 
conjugado con fosfatasa alcalina (específico contra la cadena p o y humana, SIGMA), a una 
dilución de 1:10 000 en PBS-ASB al 0.5%. Las placas con el segundo anticuerpo se incubaron 
por una hora a TA. Posteriormente se hicieron tres lavados con 300 pl de PBS-ASB-Tween 

agitando durante cada lavado dos minutos. Por último se adicionaron 100 pl/pozo del sustrato 
de la enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA) disuelto en amortiguador de dietanolamina 
(dietanolamina 10%, MgCl2  0.0005M pH 9.8) y se incubaron a 37°C por una hora a TA. Se 
adicionaron 50 pl de una solución de NaOH 3N para detener la reacción y posteriormente se 
midió la absorbancia a 405 nm en lector de microELISA (Labsystems Multiskan MS type 352). 
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.8.5 Adsorción de los sueros con mFL. Las micelas de los fosfolípidos (FL) se 
prepararon de acuerdo a la técnica descrita por Cabral y colaboradores". Dos mg de FL 
(SIGMA) disueltos en etanol (o el solvente orgánico en el que se encontraban) se depositaron 
en un vaso de precipitados de vidrio de 50 ml y se evaporó el solvente con nitrógeno líquido. 
En el caso de los extractos clorofomo-metanólicos, estos se depositaron en tubos eppenddorf, 
se evaporó el solvente y se siguió la misma metodología que para los FL corno9erciales. Los 
FL se resuspendieron en 1 ml de PBS-SBF al 10% que contenía 1.0 pl de Tween 20, se 
depositaron en un tubo de polipropileno (12 X 75, ELKAY) y se homogeneizaron 15 minutos 
(en un homogeneizador automático, Vortex). La suspensión se centrifugó a 5000 g por 15 
minutos a 4°C y se homogeneizó nuevamente 15 minutos. La suspensión de micelas de FL se 
usó inmediatamente después de su preparación. 100 pi de la suspensión de micelas se 
depositaron en tubos eppendorf y se centrifugaron a 5000 g por 10 minutos, se eliminó el 
sobrenadante y se agregaron 100 pl de los sueros, la mezcla se homogenizó suavemente y 
se Incubó media hora a TA, posteriormente se centrifugó a 5000 g y se recuperó el 
sobrenadan. te (suero adsorbido) que se depositó en otro tubo eppendorf que contenía micelas 
del FL. La operación se repitió de 10 a 15 veces por suero. Los sueros depletados de aFL se 
pasaron a tubos eppendorf nuevos y se guardaron a 4 °C hasta su uso. 

• ' • '; 	 • • • 

8.6 Purificación de la fracción IgG (IgGly lgG2 e IgG4) de sueros humanos y 
murinos (columna de proteína-A). De 500 a 1 000 pl de suero tratado a 56 °C durante 30 
minútos, se pasaron por una columna de Proteína-A sefarosa (S. aureus) recirculando la 
muestra por la columna durante una hora mediante una bomba peristáltica. Posteriormente se 
lavó la columna con PBS 1X (4 veces el volumen de cama) (efluido). La fracción IgG (eluido) 
se recuperó de la columna lavando esta con glicina 0.5 M pH 3 (SIGMA) y se recibió en 2.5 ml 
de boratos 4X (JT Baker). La recolección de las fracciones se monitorizó mediante un detector 
de UV (LKB BROMMA modelo 2210). El eluido se dializó contra 4 litros de PBS 1X por 72 
horas con dos cambios de solución de diálisis. Al terminar la diálisis ambas fracciones se 
concentraron por filtración (aparato de concentración por filtración AMICON, modelo 8010) con 
una membrana de 1200 Kd. Ya concentradas las fracciones se les determinó proteínas por el 
método de Lowryl" y por PAGE-SDS1wi 1". Ambas fracciones se guardaron a 4 °C (menos de 
3 días). 

8.7 Depleción de los sueros humanos y del suero bovino de 112GP-l. Las muestras 
(de 200 a 300 pl de suero humano o 10 ml de suero de bovino) se pasaron por una columna 
de theparina-agarosa (SIGMA) recirculando la muestra por la columna durante una hora 
mediante una bomba peristáltica. Posteriormente se lavó la columna con PBS 0.5 X (4 veces 
el volumen de cama) (efluido). La B2GP-I se eluyó de la columna con PBS 1M NaCL pH 7.2-
7.4. El eluido se dializó contra 4 litros de PBS 0.5X por 72 horas con dos cambios de solución 
de diálisis. Al terminar la diálisis ambas fracciones se concentraron por filtración (aparato de 
concentración por filtración AMICON, modelo 8010) con una membrana de 1200 Kd. Ya 
concentradas las fracciones se les determinó proteinas por el método de Lowryl" y por PAGE-
SDS165' 1". La presencia o ausencia de la proteína se determinó por inmunopunto (IP) y por 
electroinmunotransferencia (EIT) con un anticuerpo comercial específico afl2GP-I humana 
(Behring werke Akettiengesellschaft, Ingelheim). 

r: 

r

r  
r 

8.8 Separación de las subpoblaciones de aCL de los pacientes con SaFP. Los aCL no 
escondidos o mnativos" de los pacientes con SaFP se purificaron de acuerdo al siguiente esquema: 
primero se inhibieron los sueros con mCL que contenían a2GP-I (100 pglml). Los aCL se eluyeron 

ir. 
 

de las mCL con 500 pl de glicina 0.5M pH 3.0 (SIGMA) y se centrifugaron a 5000 g. El 
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sobrenadante se recuperó y se dializó por 72 horas contra cuatro volúmenes PBS IX. Esta 
fracción, contenía aCL y 112GP-I . La 112GP-I se eliminó de la fracción pasándola por una columna 
de heparina-agarosa (ver el punto 8.7 depleción de los sueros humanos y del suero bovino de 
112GP-I). El eluido de esta columna contenía aCL tanto dependientes como independientes de 
la fl2GP-1, pero no R2GP-1. La separación de los aCL dependientes de los independientes de.la 
112GP-I de la fracción anterior se hizo adsorbiéndola nuevamente con mCL en ausencia de 
a2GP-I. El sobrenadante de las micelas contenía los aCL dependientes de la R2GP-I y el eluido 
de las micelas contenía los aCL independientes la 112GP-I. 

Los aCLE se purificaron de la siguiente manera: una vez depletados los sueros de los 
pacientes con SaFP de los aCL no escondidos, se inactivaron a 56°C durante 30 minutos y se 
pasaron por una columna de proteína-A sefarosa (ver el punto 8.6 Purificación de la fracción 
IgG [IgGl, IgG2 e IgG4] de sueros humanos y murinos). La fracción IgG eluida, dializada y 
concentrada se adsorbió con mCL en ausencia de 112GP-I. Las mCL se centrifugaron y del 
sobrenandante se recuperaron los aCL dependientes de 112GP-I . Los aCL independientes de 
la 112GP-I se eluyeron de las mCLcon 500 NI de glicina 0.5M pH 3.0 (SIGMA) y se centrifugaron a 
5000 g, esta fracción se dializó y concentró hasta aproximadamente 500 pl. Ya purificados los aCL 
independientes y dependientes, y los aCLE dependientes e independientes de la ll2GP-1 se 
caracterizaron las cuatro subpoblaciones en función de los requerimientos del cofactor. ' 

11 

8.9 Electroinmunotransferencia (EIT). Para la determinación de la presencia o 
ausencia de R2GP-I en los sueros humanos, en el suero bovino, y para caracterizar la pureza 
de la B2GP-I purificada humana, se corrieron geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio 
(PACE-SDS) al 10% con la técnica descrita por Laemli155. Las concentraciones de los 
amortiguadores tanto de corrimiento como de transferencia se hicieron como lo indica el 
fabricante del equipo de electroforesis y electrotransferencia (BIO RAD). 

Soluciones: 
A. Solución de acrilamida.- Acrilamida (610 RAD Laboratories Richmond CA.) 29.1% 

pesb/volumen (PN), NN'-Metilenbis-acrilamida (BIO RAD) 0.9% (PN). Guardada en botella 
ambar y a 4°C dura 2 semanas. 	• 

B. Amortiguador de Tris-HC1 pH 8.8.- Tris-HCI (SIGMA) 1.875 M pH 8.8. A 4°C dura 4 
semanas. 

C. Amortiguador de Tris-HCI pH 6.8.- Tris-HCI (SiGMA) 1.25 M pH 6.8. a 4°C dura 4 
semanas. , 

D. Solución de SDS.- Dodecil sulfato de sodio (SDS, BIO RAD) al 10% PN en agua 
destilada desionizada (H20❑0). A Temperatura ambiente (aproximadamente 22°C) dura 4 
meses. 

E. Solución de persulfato de amonio.- Persulfato de amonio (810 RAD) al 10% en 
H2ODD. Preparar fresco. 

F. Amortiguador de tanque Tris-Glicina 10X.- Glicina (SIGMA) 14.42%, Trizma Base 
(SIGMA) 3.03% y SDS al 1.0% en H2000. A temperatura ambiente la solución dura 2 meses. 
Para usarse se diluyó.uno a diez en H2ODD• 

G. Amortiguador de muestra.- Tris-HCL (SIGMA) 1.25 M pH 6.8, SDS (SIGMA) 1.0%, 11-
Mercapto-etanol (SIGMA) 5% VN, Glicerol (J.T. Baker) 11.6% VN, azul de bromofenol 
(SIGMA) 0.01% 

El gel separador al 10% de acrilamida se preparó de acuerdo a la siguiente formulación: 5 
ml de solución A, 6.8 ml de H2000 y 3 mi de solución B. La mezcla se degacificó poniéndola 
en un matraz Kitasato y sometiéndola a vacío por 15 minutos. Se adicionaron 150 ml de 
solución D y 7.5 ml de TEMED (BIO RAD). Finalmente se adicionaron 50 ml de la solución E. 
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Se homogeneizó cuidadosamente y se aplicó al aparato de electroforesis. Sobre el gel 
separador se adicionaron 5 ml (aproximadamente) de 1-butanol (J.T. Baker) y se dejó gelificar 
por 45 minutos a TA, 

El 1-butanol se decantó y se enjuagó el gel 3 veces con 5 ml de H200D. El gel concentrador 
se preparó de acuerdo a la siguiente formulación: 800 ml de solución A, 3.6 ml de H200D y'500 
ml de solución C. Se degasificó la solución como se mencionó anteriormente y se le agregó 
50 mi de solución DI  5 ml de TEMED y 17 ml de solución E. Se homogenizó cuidadosamente 
y se aplicó sobre el gel separador. Inmediatamente después se colocó el peine (plantilla para 
carriles) y se dejó gelificar por 45 minutos. Se retiró el peine y se lavó tres veces con 5 ml de 
H2ODD• 	 • 

La preparación de las muestras y de los marcadores de peso molecular (marcadores de 
peso molecular bajo y alto, BIO RAD) se hizo de la siguiente manera: se mezclaron 0.1 mg de 
muestra en 1 ml de solución G, se homogeneizaron perfectamente y se incubaron a 37 °C por 
15 minutos. Las muestras se pusieron en agua hirviendo por 5 minutos y se enfriaron a TA. Se 
centrifugaron 2 minutos a 3500 g y se aplicaron en los carriles de corrimiento del gel 
concentrador. Los parámetros de corrimiento fueron los siguientes 20 miliampers, 200 volts y 2 
watts. El tiempo de corrimiento fue de aproximadamente dos horas. 

Al finalizar el corrimiento el gel se retiró del aparato de 'electroforesis y se depositó en un 
recipiente que contenía 35 ml de amortiguador de transferencia (metanol 20%, glicina 0.192 M 
y trizma-base 0.025 en H2000). 	 - .  

La transferencia se realizó de acuerdo a la técnica de Towbin y colaboradores166. En uh 
- cassette de la cámara de transferencia se pusieron en el siguiente orden los elementos: 1) 
esponja; 2) tres rectángulos de papel filtro Whatman # 3 de 9X10.5 cm; 3) gel de 
poliacrilamida-SDS; 4) papel de nitrocelulosa (BA85 0.45 mm, Schleicher & Schuell) de 
9X10.5 cm; 5) tres rectángulos de papel filtro Whatman # 3 de 9X10.5 y 6) esponja. Todos los 
elementos se mojaron previamente en amortiguador de transferencia (Metanol al 20%, Glicina 
0.192 M y Trisma-base 0.025 M). Se cerró el cassette y se metió en la cámara de tranferencia. 
El papel de nitrocelulosa quedó entre el gel y el electrodo positivo. El amortiguador de 
transferencia debe estar a 4°C y durante la trensferencia debe ser enfriado por un sistema 
recirculante. Los parámetros de transferencia fueron: 120 volts, 30 miliampers por 75 minutos. 
Una vez que se completó la transferencia se retiró el papel de nitrocelulosa y se bloqueó por 2 
horas con leche descremada (Svelty) al 3.0% en PBS. Los marcadores de peso molecular y 
mitad del papel de nitrocelulosa se colorearon (sin ser bloqueados) con amido black (2.0 g 
Amido black, SIGMA, 90 mi de metanol J. T. Baker, 20 ml de ácido acético glacial J. T. Baker y 
90 ml de H2ODd) se destiñeron hasta que las bandas estuvieron bien definidas con solución 
decolorante (90 ml de metanol J. T. Baker, 20 ml de ácido acético glacial J. T. Baker y 90 ml de 
H2000). La otra mitad del papel de nitrocelulosa se lavó tres veces con PBS 0.05% de Tween 
20 (BIO RAD) con agitación constante. Posteriormente se aplicó la dilución del anticuerpo 
comercial specífico afl2GP-1 humana (Behring werke Akettien-gesellschaft, Ingelheim) diluido 
1:800 en PBSS/leche al 3% y se incubó por 2 hora a TA con agitación constante. Se lavó tres 
veces como se mencionó anteriormente y se adicionó el segundo anticuerpo anti-conejo 
marcado con fosfatasa alcalina (monoclonal anti-cadena y de conejo, SIGMA) diluido 1:10000 
en PBS/leche al 3% y se incubó a TA con agitación constante por una hora. Se hicieron dos 
lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween y un lavado de 10 minutos con amortiguador 
de Tris (Trizma base 0.05M pH 8.8). El sustrato revelador (Naphtoi AS-MX phosphato de 
SIGMA a una concentración de 1 mg/ml y Fast Red SIGMA a una concentración de 2 mg/ml 
en amortiguador de tris) se preparó durante el último lavado y se aplicó sobre el papel de 
nitrocelulosa permitiendo que ésta solución cubrieron bien al papel. Se incubó 
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aproximadamente 30 minutos a TA con agitación constante, hasta que el control positivo 

IF mostró una coloración bien definida. Finalmente se lavó con H2000. 

1 

1 

8.10 Detección de BiGP-I en los sueros humanos y en el suero bovino por 
inmunopunto (IP). Para la determinación de la presencia o ausencia de f32GP-1 en los sueros 
humanos y en el suero bovino se cortaron cuadrados de 2 cm de lado de papel de 
nitrocelulosa (BA85 0.45 mm, Schleicher & Schuell), se activaron con amortiguador de 
transferencia (Glicina '0.192M, Trizma base 0.025M y Metano! 20 % en H2000) por 15 minutos 
y se dejaron secar a TA. Se hicieron tres aplicaciones de las muestras (suero bovino o sueros 
humanos), en un sólo punto. Entre cada aplicación se dejó secar perfectamente. Cada 
cuadrado de papel de nitrocelulosa se bloqueó uña hora con leche descremada (Svelty) al 3% 
en PBS. Se hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS 0.05% de Tween 20 (B10 
RAD) con agitación constante. Posteriormente se aplicó el anticuerpo comercial especifico 
al32GP-1 humana (Behring werke Akettiengesellschaft, Ingelheim) diluido 1:800 en PBS/leche al 
3% y se incubó por 2 hora a TA con agitación constante. Se lavó tres veces como se 
mencionó anteriormente y se adicionó el segundo anticuerpo and-conejo marcado con 
fosfatasa alcalina (monoclonal anti-cadena y de conejo, SIGMA) diluido 1:10000 en PBS/leche 
al 3% y se incubó a TA con' agitación constante por una hora. Se hicieron dos lavados de 10 
minutos cada uno con PBS-Tween y un lavado de 10 minutos con amortiguador de Tris 
(Trizma base 0.05M pH 8.8). El sustrato revelador (Naphtól AS-MX phosphato de SIGMA a 
una concentración de 1 mg/ml y Fast Red SIGMA a una concentración de 2 mg/mí en 
amortiguador de tris) se preparó durante el último lavado y se aplicó sobre el papel de 
nitrocelulosa permitiendo que ésta solución cubriera bien al papel. Se incubó 
aproximadamente 30 minutos a TA con agitación constante, hasta que el control positivo 
mostró una coloración bien definida. Finalmente se lavó con H2ODD. 

8.11 Determinación de la reactividad contra antígenos nucleares y citoplásmico.  
por IFI. Como sustrato se empleó la línea celular HEp-2 (de carcinoma de laringe humano). 
Las células crecidas en cajas de cultivo (de 75 cm2) con medio mínimo esencial (MEM,

r  GIBCO), suplementado con SBF (SIGMA) al 10%, L-Glutamina (SIGMA) 2.8X1 	mM, 
penicilina (SIGMA) 10 Ul/ml, estreptomicina (SIGMA) 0.01 mg/ml, bicarbonato de sodio (J.T. 
Baker) 20 mg/m1 y HEPES 10 mM (GIBCO, BRL Gaithemburg MD), se propagaron en cajas de 
Petri que contenían 5 portaobjetos cubiertos con 35 mi del mismo medio. Cuando en los 
portaobjetos se observó una monocapa confluente de células se retiraron del medio de 
cultivo, se secaron a TA y se fijaron con acetona pura a -20°C por 4 minutos. Los portaobjetos 
con las células fijadas se guardaron a -70°C hasta su uso. Inmunofluorescencia indirecta: 
Los porta objetos se dejaron descongelar a TA y se delimitaron los círculos primero con lápiz 
diamante y luego con lápiz cera en donde se pondran las muestras. Se aplicaron 10 pI de la 
dilución 1:100 de los SHN tratados a 56 °C durante 30 minutos y se incubó la laminilla a TA en 
cámara humeda por 1 hora. Se hicieron dos lavados con PBS de 10 minutos cada uno y se 
dejó secar a TA. Se depositaron 10 pI de segundo anticuerpo (and-humano polivalente 
marcado con FITC, SIGMA) diluido 1:600 en PBS que contenía azul de Evans (Behringweker 
AG, Marburg Lahn RFA) a una dilución de 1:100 y se incubó 1 hora a TA en cámara húmeda. 
Se hicieron dos lavados de 10 minutos cada uno con PBS y se dejó secar la laminilla. Para 
eliminar la refringencia se agregó glicerol (J.T. Baker) antes de colocar el cubreobjetos. La 
lectura se hizo en un microscopio de epifluorescencia (Zeiss). 

8. 12 Purificación de a2GP-1. La f.12GP-1 se purificó de plasma fresco humano de 
acuerdo a la técnica descrita por Polz y coiaboradores167 con algunas modificaciones. 20 ml de 
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Al terminar el corrimiento electroforético, los geles se retiraron de la cámara y se lavaron 
medio minuto con H2Odd posteriormente se sumergieron en una solución fresca de cloruro de 
cobre al 5% hasta que las bandas de poteínas fueron claras (esta tinción es una tinción 
negativa, es decir que las bandas de proteína no se tiñen, lo que se tiñe es el gel yá que el 
cloruro de cobre precipita al SDS dando una coloración blanca y las prOteinas quedan de color 
azul transparente). Cuando se puedan identificar las bandas de proteínas se corta la de 50 KD 

• (que corresponde a la f32GP-I) y se coloca en amortiguador tris-glicina (amortiguador de 
corrida de los geles de poliacrilamida), 
b) Electroelución:  
Cuando se tuvieron entre 15 y 20 bandas de i32GP-Ise colocaron en una bolsa de diálisis con 

amortiguador de corrida y se electroeluyeron en una cámara de electroforesis horizontal con el 
mismo amortiguiador de corrida de tris-glicina. El corrimiento se hizo por 4 horas a 100-120 
volts. Es importante que durante todo él tiempo de corrida el amortiguador permanezca frio 
(máximo 15 °C). Al terminar la electroelución se retiró el amortiguador de adentro de la bolsa 
de diálisis (contiene la 112GP-I) y se dializó contra PBS durante 48 horas a TA y 48 horas a 
4°C. Posteriormente se concentró hasta aproximadamente 5 ml y se le determinaron proteínas 
como se mencionó anteriormente. Para corroborar la pureza de la proteína se corrió en un gel 

de gradiente para eliminar los contaminantes. - ' 
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Trisma-base 1.875 M pH 8.8 	  ' C 
• SDS al 10 %  • 	 -D 
_ TEMED (SIGMA T-9281)... .E . 

Persulfato de amonio (BIO-RAD 161-0700) al 10% 	F 

Amortiguador de tris-glicina (144.2 g r de glicina, 30.3 gr de trism a base, 10.0 dr de 
SDS en 10 litros). Para un gel de la cámara de electroforesis de Bio-Rad Miniprotean II. 

plasma humano fresco humano se centrifugó a 3500 rpm por 10 minutos para eliminar los 
residuos sólidos y posteriormente se pasó por una columna de heparina-Agarosa (SIGMA) con 
volumen de cama de 45 ml que esta equilibrada con PBS 0.5X, se incubó el Plasma dentro de 
la columna por 30 minutos. Posteriormente se lavó exhaustivamente hasta que el detector de 
UV regresó a su estado basal. Se eluyeron las proteínas que se pegaron a la columnaJcon 
PBS 2M de NaCI (aproximadamente 70 ml), y el eluido se dializó contra 4 litros PBS 0.5X 
durante 48 horas con tres cambios (Muestra 1). El dializado se concentró por filtración hasta 
aproximadamente 10 ml (Muestra 2) y se precipitó con ácido perclórico al 70 % proporción 
1:33 (1 ml de ácido perclórico a 33 ml del dializado). La mezcla se incubó a temperatura 
ambiente (TA) durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo se centrifugó a 5000 g por 30 
minutosi 5 °C. Al sobrenadante que contenía la fl2GP-I se le ajustó el pH a 8.0 (con NaOH 
5.0 M) y se dializó (en bolsas de diálisis con punto de corte de 12000 a 14000) contra 4 litros 
de PBS 0.5X por 48 horas con 3 cambios de la solución. El sobrenadante se concentró por 
filtración (con membranas que retienen 12000 KD, AMICON) hasta aproximadamente 6-8 ml 
(Muestra 3). Se determinó porteínas (que puede ser por el método de' Lowry184. ) a las 'tres 
muestra 1, 2 y 3. El primer análisis de la proteína purificada se hizo 'mediante - IP. Si la 
muestra 3 que es la ¡Je interesaba estaba contaminada con otras proteínas se hicieron geles •, 
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de 10% poliacrilamida-SDS. Una alíquota de la preparación se envió al laboratorio del Dr 
Possani (Instituto de Biotecnología Laboratorio 7, Cuernavaca Morelos) en donde estudiaron 
la pureza de la proteína por HPLC y la identidad de la misma por secuenciación de 
aminoácidos, la pureza reportada por el Dr. Possani fue de más del 95% y la secuenciación 
de los primeros aminoácidos corroboró que la proteína purificada era fl2GP-1. 	

4 

8.13 Diálisis contra amortiguadores hipermolares y de pH bajo. 500 pl de SHN se 
depositaron en bolsas de nitrocelulsa (punto de corte 12-14 000 Kd) o de nitrocelulosa 
benzoilada (1200 Kd) y se dializaron por l'al hora a 4 °C contra los siguientes 
amortiguadores hipermolares: 1) PES 1X; 2) PBS NaCL 1.5 M; 3) Glicina 1.5 M; y 4)Trisma-
base 1.5 M. Todos ellos a pH 7.2-7.4 y con azida de sodio al .05 %. y contra los siguientes 
amortiguadores: a) Tris-HCI; y PBS a diferentes pH's (entre 7 y 1 con variación de una unidad 
de pH). Terminadas las diálisis se recuperaron los sueros y se guardaron en tubos eppendorf 
a - 20 °C hasta que fueron ensayados. A las bolsas y a las soluciones de diálisis se , les 
hicieron extracciones con solventes orgánicos (cloroformo y cloroformo-metanoi) 

• • „ ..• 
8.14 Extracciones con cloroformo y cloroformo-metanol. A las soluciones de diálisis 

(hipermolares y de diferentes pH) se les hicieron extracciones con cloroformo de la Siguiente 
manera: Se agregó a los 4 litros de solución de diálisis 200 ml de cloroformo y Se recuperó la 
fase orgánica, este procedimiento se repitió dos veces. .El extracto clorofórmico de las 
solúciones de diálisis se evaporó con nitrógeno gas hasta aproximadamente Y1 ml y se 
estudiaron los diferentes extractos por CCF. ' 	 '."5 

Las bolsas de diálisis se extrajeron con 5 ml de una mezcla de cloroformo-metanol (65-
25; V/V). El procedimiento se repitió tres veces. Los extractos cloroformo-metanólico se 
evaporaron con nitrógeno gas hasta 0.5 ml. Y se estudiaron por CCF. 	• 

• 8.15 Cromatografia en capa fina (CCF)168. Por CCF se estudiaron los extractos de 
cloroformmo y cloroformo-metanol. En placas de silica gel H (Merck) se aplicaron 15 pl de las 
muestras de los extractos. Se corrieron con el sistema de solventes cloroformo-metanol-agua 
(65-25-4 respectivamente; VN). Las placas se revelaron en una cámara cerrada con iodo 
resublimado. Las muestras se compararon con fosfolípidos puros (AF, CL, FTC, FTS, FTI, EM, 
FTE de SIGMA). 

8.16 Determinación del tiempo de protrombina (TP). El tiempo de protrombina se 
midió en un fibrómetro de Behring (Behring fibrintimer OVFV 03) utilizando los reactivas de la 
casa comercial (Thromborel 0). Para estudiar si los aCLE tienen reactividad contra los FL que 
participan en la cascada de coagulación se aplicó un sistema de autocontroles que consistió 
en mezclar SHN en proporción 1:1 con PFNpp y medir por quintuplicado el TP. Los tiempos de 
esta medición sirvieron de control para los mismos sueros, pero tratados a 56 °C durante 30 
minutos para corroborar que el TP se prolongó por la presencia de los aCLE liberados en el 
SHN, se midió el TP con SHN56  inhibidos con mCL y mFTS. También se midió la prolongación 
del TP del PFNpp  en presencia de lgG's purificadas de SHNs6. La determinación del TP 
consistió en agregar 0.1 ml de muestra (0.05 mi de plasma + 0.05 ml de SHN o SHN56  o IgG o 
de SHN56  inhibido con mFL o lgG inhibidas con mFL) + 0.2 ml de Thromborei a 37 °C en 
una celdilla del fibrómetro esperar 60 segundos y medir la formación del coágulo de fibrina. 

8.17 Determinación del tiempo parcial de tromboplastina activada (TPTa). El 
tiempo de tromboplastina parcial activada se midió en un fibrómetro de Behring (Behring 
fibrintimer OVFV 03) utilizando los reactivas de la casa comercial (Pathromtin o Neotrhomtin 

36 



0). Se uso el mismo sistema de autocontroles que para el TP. El TPTa de cada muestra se 
midió por quintuplicado. Los tiempos de esta medición sirvieron de control para los mismos 
sueros, pero tratados a 56 °C durante 30 minutos. Para corroborar que el TPTa se prolongó 
por la presencia de los aCLE liberados en el SHN, se midió el TPTa con los SHN56  inhibidos 
con mCL y mFTS. También se midió la prolongación del TPTa del PFNpp  en presencia de Igb's 
purificadas de SHN56. La determinación del TPTa consistió en agregar 0.1 ml de muestra (0.05 
ml de plasma + 0.05 ml de SHN o SHN56  o IgG o de SHN56  inhibido con mFL o IgG inhibidas 
con mFL) + 0.1 ml de Pathromtin o Neotrhomtin ® a 37 °C en una celdilla del fibrómetro 
esperar 120 seg y medir la formación del coágulo de fibrina. 

8.18 Tratamiento de los SHN con fosfolipasas (A2, E13, C y D}. Los SHN y los pozos de 
placas de micro ELISA se trataron con fosfolípasas, teniendo en cuenta que tanto el suero humano 
como el suero bovino fetal tienen inhibidores de las fosfolipasas, razón por la cual los SHN's se 
diluyeron 1:20 en PBS (a diferentes pH's) y se les agregó una concentración relativamente alta de 
fosfolipasas (10 unidades Internacionales de cada una de ella, disueltas en PBS a diferentes pH's). 
Las digestiones de los sueros y de los pozos de las placas de ELISA se incubaron por 17 ± 1 hora 
a diferentes temperaturas, de acuerdo a las condiciones óptimas de acción de las fosfolipasas, las 
cuales fueron: para la fosfolipasa A2 (de veneno de abeja Apis mellifera SIGMA) pH = 8.9, 25 °C; 
fosfolipasa B (de diferentes especies de vibro SIGMA) pH = 8.0, 37 °C; fosfolipasa C (tipo IV de C. 
perfringens, C. welchll SIGMA) pH = 7.3, 35 °C; y fosfolipasa D (tipo III de cacahuate SIGMA) pH = 
5.6, 30 °C. Una vez terminadas las digestiones, se neutralizó el pH de las mezclas, se diluyeron 
con PBS 10 % de suero bovino fetal (para inhibir el efecto de las fosfolipasas) y les determinó la 
actividad aCL resultante del tratamiento. En el caso de los pozos de las placas de microELISA 
sensibilizados con CL, después de la digestión con las fosfolipasas se hicieron 2 lavados con PBS 
y se bloquearon con SBF al 10 % (procedimiento que tuvo un doble efecto, bloquear los sitios 
inespecíficos e inhibir a las fosfolipasas). La casa comercial que extrajo las fosfolipasas (SIGMA) 
proporcionó entre otra, la siguiente información: una unidad de fosfolipasa A2 hidroliza a pH = 8.9 y 
25 °C, 1.0 pmoVmin de L-a-fosfatidílcolina y produce L-a-lisofosfatidílcolina más ácidos grasos; una 
unidad de fosfolipasa B produce a pH =8.0 y 37 °C, 1.0 pmoVmin de glicerolfosforílcolina a partir 
de L-a-lisofosfatidílcolina de yema de huevo; una unidad de fosfolipasa C produce a pH = 7.3 y 37 
°C, 1.0 pmol de fósforo orgánico soluble en agua a partir de L-a-lisofosfatidílcolina de yema de 
huevo; y una unidad de fosfolipasa D produce a pH = 546 y 30 °C, 1.0 pmolihr de colina a partir de 
L-a-Iisofosfatidílcolina de yema de huevo. 

8.19 Análisis estadístico. El análisis estadístico se hizo mediante la prueba t de student, 
y en los casos en los que una o más de las premisas para la prueba t no se cumplieron se usó la 
prueba U de Mann-Whitney. 
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9.1 Definición de cociente aCLE. 

El término cociente aCLE, se acuñó para definir al aumento de la actividad anti-
cardiolipina de sueros humanos normales (SHN), después del tratamiento a 56°C durante 
30 minutos. Sólo se empleó para definir frecuencia e isotipo de las inmunoglobulinas que 
constituyen a los aCLE. La expresión matemática que define al cociente aCLE es: 

 

X D0405  del suero a 20 °C 
Cociente aCLE 	 

 

 

X D0405  del suero tratado a 56°C, 30' 

. 	. - 

Los valores obtenidos son adimensionales por ser ún cociente. En el ensayo de 
ELISA, la variación permitida intraensayo es del 10% e interensayo del 15%, por ello 
propusimos que cocientes aCLE > 1.2 son positivos. 

Como en algunos casos los volúmenes que se manejaron fueron muy pequeños, 
se realizó el siguiente ensayo para determinar la pérdida de volumen por manipulación y 
evaporación en las muestras tratadas a 56 °C durante 30 minutos. De 50 SHN se tomaron 
110 pi de muestra por duplicado (en tubos Eppendorf de 0.5 mi). A uno de los tubos se le 
incubó durante 30 minutos a 56 °C, se esperó a que alcanzara la temperatura ambiente y 
se midió el volumen de suero recuperado en ambas alicuotas. La pérdida de volumen se 
muestra en la siguiente tabla: 

Tabla I 
PERDIDA DE VOLUMEN POR MANIPULACION Y EVAPORACION 

SUEROS HUMANOS NORMALES 

volumen recuperado en pi 

volumen 
n 	original 	20 °C 	56 °C 	valor de pV  

50 	110 	• 98.5 ±1 .3 	94.2 ±1 .9 	NS 

	 1~•~•~4.1.1• ••••• ••.na~ 

Valores de p para la prueba t de student. 
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9.2 Frecuencia e isotipo de los aCLE en sujetos sanos. 

El análisis por isotipo de inmunoglobulinas de los 100 SHN, arrojó los resultados 
mostrados en la tabla 

Tabla li 
FRECUENCIA E ISOTIPO DE LOS aCLE DE SHN 

Cociente aCLE 

isotipo > 1.2 en el límite < 1.2 

IgG 94.0 5.0 1.0 	. 

IgA 0 54.0 46.0 

••• igM • O 	, 33.3 66.6 

El 94.0% de los sueros estudiados mostraron cocientes aCLE mayores a 1.2 para 
el isotipo lgG, en tanto que para los isotipos IgA e IgM los cocientes aCLE estuvieron todos 
en él limite o fueron menores a 1.2. Estos resultados muestran que los aCLE de sujetos 
sanos son exclusivamente de isotipo lgG. La frecuencia observada de aCLE en nuestra 
población sana fue del 94%, el 6 % restante fueron SHN cuyos títulos de aCL no 
escondidos estuvieron muy por arriba de lo normal (arriba de 1.9 unidades arbitrarias), lo 
que explica que no se les pudiera detectar aCLE, porque los títulos altos de aCL no 
escondidos impidió la detección de los aCLE. 

9.3 Cinética de liberación de los aCLE de sueros humanos normales incubados a 
56°C. 

En 1990 Cheng y colaboradores." reportaron que el máximo de liberación de los 
aCLE ocurre a los 56 °C y que temperaturas mayores aparentemente desnaturalizan. 	al 
anticuerpo, de manera irreversible, porque pierde su capacidad de reconocer al fosfolipido 
que se encuentra unido a la placa de ELISA. Los resultados de nuestros estudios muestran 
que la liberación de los aCLE ocurre desde los primeros minutos de incubación a 56°C y 
alcanza su máximo aproximadamente a los 30 minutos, posteriormente se observa una 
pérdida progresiva de la capacidad de reconocer al fosfolípido, lo que sugiere que el 
anticuerpo se modifica irreversiblemente con el tratamiento por periodos prolongados de 
exposición a esa temperatura (figura 1). 
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Figura 1. Efecto del tiempo de Incubación a 56 °C. Los 
resultados son el promedio de triplicados de das experimentos. 

La figura ejemplifica la pérdida de la capacidad de los aCLE de reconocer a su 
antígeno después de haber sido desnaturalizados por la temperatura, hasta el grado de no 
recuperar su conformación original. 

9.4 Depleción de los sueros de la fracción lgG (IgGI, IgG2 e IgG4). 

En los SHN el reconocimiento de la CL, después del tratamiento con calor se debe, 
al parecer, exclusivamente a anticuerpos de isotipo IgG, como lo mostramos en el análisis 
por isotipos. Para corroborar el hallazgo, se depletaron 10 SHN de la fracción IgG y se les 
midió la actividad aCL resultante de dicho tratamiento. Los resultados se muestran en la 
figura 2. 

SHN 
	

8HN dip41/3 
	

Frac -Igo 

Figura 2. Actividad aCL remanente de 10 SHN depletados de la fracción 
IgG (IgGI, IgG2 e lgá4). Los resultados son el promedio de duplicados de 
tres ensayos, SHN = actividad aCL de los sueros humanos normales; SHN 
dep-IgG = actividad aCL de los sueros humanos normales depletados de la 
fracción IgG; Frac-lgG = actividad aCL de las fracciones IgG. 
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Al tratar los SHN a 56 °C durante 30 minutos, los títulos de aCL se incrementaron 
hasta 1.25 DO en promedio, el incremento se abate al depletar los sueros de la fracción 
IgG y no se observó aumento de la actividad aCL, al tratar nuevamente los sueros 
depletados, a 56 °C durante 30 minutos. La figura muestra también la actividad aCL de las 
fracciones lgG's sin tratar y tratadas a 56 °C durante 30 minutos. No se observó diferencia'?  . 
significativa entre la actividad aCL de las fracciones de lgG antes y después del 
tratamiento. 

9.5 Inhibición con micelas de CL (mCL) de la actividad aCL potenciada con el 
tratamiento a 56 °C durante 30 minutos. 

La figura 3 muestra el efecto que se observó al inhibir con mCL 25 SHN, 
previamente tratados a 56 °C durante 30 minutos. 

SHN 
	

S1144nth11a. 

Figura 3. Inhibición con mCL de la actividad aCL potenciada por el 
tratamiento a 56 °C durante 30 minutos de 25 SHN. Los resultados 
son el promedio de duplicados. SHN = actividad aCL de los sueros 
humanos normales; SHN-Inh-mCL = actividad aCL remanente de 
los sueros inhibidos con micelas de cardiolipina. • 

Como se puede ver las adsorciones con mCL inhibieron la actividad aCL 
potenciada por calor a valores prácticamente basales. El tratamiento con el fosfolípido 
depletó de los SHN todos los aCLE. 

En la figura 4 se muestra la actividad aCL de las fracciones lgG's que se obtuvieron 
al pasar por separado 10 SHN previamente tratados a 56 °C durante 30 minutos, por una 
columna de proteína A-sefarosa. Como se puede ver las fracciones lgG adsorbidas con 
mCL perdieron la actividad aCL, la cual fue recuperada cuando se trataron a 56 °C durante 
30 minutos los complejos aCLE-mCL, la diferencia fue significativa (p < 0.001). El mismo 
fenómeno se observó cuando se inhibieron las fracciones de lgG con mCL pretratadas a 
56 °C durante 30 minutos Al comparar la actividad aCL de las fracciones lgG inhibidas con 
las mCL sin tratar y tratadas a 56 °C durante 30 minutos se observó como las micelas 
tratadas se desnaturalizaron de manera irreversible pues perdieron la capacidad de inhibir 
la actividad aCL de las fracciones, la diferencia fue significativa (actividad aCL de las 
fracciones IgG inhibidas con mCL vs inhibidos con mCL5ece3cr p < 0.001). 
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Figura 4. Inhibición de la actividad aCL de las 10 fracciones de IgG 
purificadas de SHN pretratados a 56 °C durante 30 minutos. Los 	• 
resultados son el promedio 'de duplicados de tres ensayos, IgG = 
fracciones IgG purificadas de los 10 SHN pretratados a 56 °C durante 
30 minutos ; complejo lgG-rnCL = fracciones IgG inhibidas con mCL; 
IgG-Inhibidas mCL 20°C/56°C = fracciones IgG inhibidas con mCL sin 

. tratar y tratadas a 56°C durante 30 minutos. 	• 

9.6 Detección de los aCLE en el suero de pacientes con LEG, SaFP y sífilis. 

Los aCLE se pueden detectar en sujetos sanos, cuyos sueros son negativos para 
aCL no escondidos, como se mostró en el apartado 9.2. Los SHN en los que se detectaron 
títulos altos de aCL (tabla III), la aplicación de la fórmula matemática para calcular el 
cociente aCLE, aparentemente no funcionó, pues se encontraron cocientes aCLE menores 
o iguales a 1.2 con DO muy por arriba de la media de la población. Este mismo fenómeno 
se observó en los pacientes con LEG y SaFP que tienen títulos altos de aCL (tabla 111). Si 
bien los aFL de los pacientes con enfermedades autoinmunes e infecciosas son diferentes, 
como se reportó en 1992 por Matsuura y colaboradores137, y por nosotros14, es importante 
conocer si los individuos con títulos altos de aCL no escondidos tienen aCLE. La 
contestación de la pregunta anterior puede ayudamos en la caracterización del factor 
termolábil que oculta a los aCLE, pues se sabe que los aCL no escondidos de los 
pacientes con sífilis reconocen tanto fosfolipidos de carga negativa como neutros solos o 
mezclas de ellos, en tanto que los aFL de los pacientes con enfermedades autoinmunes 
(LEG y SaFP) reconocen a la í32GP-1, sola o modificada por la presencia de FL de carga 
negativa. Los resultados de la detección de los aCLE en los pacientes con LEG, SaFP y 
sífilis se muestran en la tabla III. 

Los sueros de los tres grupos de individuos que tenían titulas altos aCL-IgG no 
escondidos, se trataron con mCL hasta hacer negativa por completo la actividad aCL y 
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posteriormente se incubaron a 56 °C durante 30 minutos para "liberar" a los aCLE de su 
inhibidos termolábil. Los resultados se muestran en la figura 5. 

Tabla 111 	 .f 
DETECCION DE LOS aCLE EN LOS SUEROS DE SUJETOS 

SANOS Y DE PACIENTES CON LES, SaFP Y SÍFILIS 

aCLE-1gG (D0.05) 

GRUPO 20 °C 56 °C Av  

SHN1  
(n ni 94) 

SHN" 
(n az 6) 

LEG, aCL(-) 
(n' 25) 

LEG, aCL(+) 
(n wi 25) 

SaFPI  
(n * 14) 

UFO 

(n 4E 8) 

SIF1LIS 
(n a 25) 

016 ± 0.09 

0.71 ± 0.17 

0.17 ± 0,08 

3.19 ± 1.7 

1.67 ± 0.47 

0.29 ± 0.15 

0.59 ± 0.12 

1.73 ± 0.15 

0.745 

1.87 ± 0.27 

3.11 ± 1.61 

1.86 ± 0.18 

1.33 ± 0.41 

1 .24 ± 0.18 

<0.001 

NS 

<0.001 

' NS 

NS 

<0.001 

<0.001 

• 

Los resultados son el promedio de duplicado 
Valores de p para la prueba t de Student 

# Sueros humanos normales, aCL negativos. 
## Sueros humanos normales, aCL positivos a títulos altos. 
§ Sueros de pacientes con SaFP con títulos altos de aCL • 

Sueros de pacientes con SaFP con títulos moderadamente altos de aCL 

La figura 5 muestra como los aCLE coexisten en los sueros de los sujetos sanos y 
de los pacientes con enfermedades autoinmunes (LEG y SaFP) que tienen aCL no 
escondidos a títulos altos. Al depletar los sueros de los aCL no escondidos mediante 
adsorciones exhaustivas con mCL la actividad aCL disminuyó hasta valores normales (0.12 
± 0.09 DO), La incubación a 56 °C durante 30 minutos de los sueros depletados de los 
aCL no escondidos, liberó los aCLE en los tres grupos estudiados (SIEN con aCL no 
escondidos a títulos altos, sueros de pacientes con LEG y SaFP con títulos altos de aCL no 
escondidos). La diferencia entre la actividad aCL de los sueros sin tratar vs los sueros 
inhibidos con micelas de CL fue significativa (p < 0.001). El incremento en la actividad aCL, 
por el tratamientos a 56 °C durante 30 minutos, de los sueros depletados de los aCL no 
escondidos fue significativo (p < 0.001). Los resultados mostrados en la figura 5 confirman 
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la hipótesis de que los aCLE y los aCL no escondidos pueden coexistir en un mismo 
individuo, 

3.5 - 

3-1 

2.5 - 

2- 

1.3 - 

1- 

0.5 - 

E Sin tratamiento 

C1 inh-mCL 

E 66°C, 30,  post-inh. 

3-11N (n 11) 	LEG (n E. 25) 	5aFP(ne0 14) 

• • MULOS ALTOS DE aCL "NATIVOS" 

Figura 5. Adsorción de los aCL no escondidos con mCL Los resultados 
son el promedio de 2 determinaciones. Cada suero se inhibid 10 veces con 

• 100 pi de mCL a una concentración de 1 mg/mi. Inhibidos v.s sin tratar p < 
0.001; Inhibidos vs tratados a 56 °C, 30' post-inh p < 0.001; Sin tratamiento 
vs tratados a 56 °C durante 30 minutos: SHN = NS, LEG p < 0.01 y SaFP 
p < 0.01. 

9.7 Requerimiento de Brglicoproteína-1 (B2GP-I) por los aCLE de sujetos sanos. 

Los anticuerpos aFL séricos de los pacientes con enfermedades autoinmunes y los 
que se encuentran presentes en el suero de los pacientes con enfermedades infecciosas 
difieren entre si por sus requerimientos de la R2GP-I130-132. Si los aCLE de los sujetos 
clínicamente sanos requieren de la 12GP-I para su detección' 	in vitro, probablemente los 
aFL que encuentran presentes a títulos altos en los sueros de los pacientes con 
enfermedades autoinmunes son el resultado de una des-regulación de los mecanismos 
que inhiben a los aCLE en estos pacientes. Para demostrar la hipótesis anterior se 
estudiaron 25 SHN por el método de ELISA convencional y usando un ELISA modificado 
por nosotros que consistió en sustituir el suero bovino fetal por albúmina sérica bovina en la 
solución de bloqueo y como diluyente de las muestras y del conjugado (ver materiales y 
métodos). Se utilizó además 12GP-I humana purificada (ver materiales y métodos). La tabla 
IV muestra los resultados obtenidos del estudio. Como se puede ver los SHN estudiados 
no tienen aCL no escondidos ni dependientes de la 112GP-I como lo muestra el ELISA de 
CL libre de 152GP-I exógena (B2GP-I bovina) y el de CL más 112GP-I exógena. Al tratar los 
SHN a 56 °C durante 30 minutos la actividad aCL se incrementó aproximadamente 10 
veces y no se encontró diferencia significativa cuando estuvo presente el cofactor, lo que 
demuestra que los aCLE de los sujetos clínicamente sanos no requieren de la 12GP-1 para 
su detección in vitro. 
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• SHN 
= 25) 0.15 ± 0.05 	0.12±0.02 ., ,  

1.4 
1.42 ± Q.25 1.64 ± 0.11 

fr 

! 

• , 	 . 

No se observó diferencia significativa entre los aCL no escondidos y los ocultos en el ensayo 
estándares modificado. 

• 
	 • ' 

e

L 	 Tabla IV 
DEPENDENCIA DE f32GP-I POR LOS aCLE-IgG DE 25 SHN 

E 
	

S A 

Muestra ESTANDAR MODIFICADO ESTANDAR MODIFICADO 

NO ESCONDIDOS I  ESCONDIDOS 

_ 1t.. 
1. • 

9.8 Participación de la 112GP-I exógena (suero bovino fetal) y de la endógena en la 
detección de los aCLE. 

Recientemente McIntyre y colaboradores1  publicaron que todos los Individuos 
tienen aCL séricos a títulos altos, los cuales se generan como respuesta a infecciones del 
medio ambiente. Los autores proponen que dichos anticuerpos solo son detectados in vitro 
después de tratar los sueros a 56 °C durante 30 minutos, porque el tratamiento con calor 
destruye a la fl2GP-1 que compite con los aCL por la cardiolipina. Para probar esta hipótesis 
y comprobar los resultados presentados en la tabla IV, que muestran que los aCLE de los 
sujetos sanos no requiere de la f12GP-I para ser detectados ¡fi vitro, se diseñaron una serie 
de experimentos que consistieron en sensibilizar placas de ELISA con CL (de manera 
habitual, ver materiales y métodos) y bloquear los sitios inespecíficos con suero de bovino 
recién nacido (SBRN) sin tratar y SBRN depletado de R2GP-I por cromatografia de afinidad 
(columna de heparina-agarosa, ver materiales y métodos), los SHN para este estudio 
también se dep.letaron de R2GP-I. La presencia o ausencia de 112GP-I en el SBRN y en los 
SHN se confirmó por inmunopunto (Dbt Blot) con un anticuerpo afl2GP-I humana comercial 
(Behringwerke Akettiengesellschaft, Ingelheim) (figura 6). 
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Figura 6. Detección de f32GP-1 en el SBRN y en los SHN sin tratar y deple-
tados de 112GP-I. NBCS = suero de bovino recién nacido sin tratar; SBRN 
dep. 3cP-i = suero de bovino • recién nacido depletado de a2GP-I; SHN = 
sueros humanos normales; SHN dep. 2r2GP-1 = sueros humanos normales 
depletados de il2GP-I; Control (+) =1:12GP-I humana purificada; Control 	= 
Pes; ASB al 3.0 y 6.0 % = albúmina sérica bovina al 3.0 y 6.0 %. 

La figura 6 muestra como los SHN y el SBRN pasados por columna de heparina.. 
agarosa perdieron toda la r12GP-I, también se puede ver que la ASB ala concentración que 
se usó como bloqueante y diluyente (3.0% y aún al doble de la concentración) en el ELISA 
no condene B2GP-I detectable por la técnica de inmunopunto. El sistema anterior estaba 
completamente libre de t12GP-1 y permitió estudiar el efecto de la B2GP-I en la detección de 
los aCLE de los sujetos clínicamente sanos. Los resultados de dichos estudios se muestran 
en las tablas V y VI. 

Tabla V 
EFECTO DE LA tI2GP-1 EXOGENA EN LA DETECCION 

DE LOS aCLE DE SUJETOS SANOS 

aCLE-igG 
TRATAMIENTO 	 DILUYENTE 	 D0405 

n az 7 	" 

•10~1.1. 

56 °C, 30 min. 

56 00, 30 min. 

56 cc, 30 min. 

GELATINA 

GELATINA 

SBRN 

SBRN 

SBRN sin B2GP-I 

SBRN sin fkGP-I 

0.06 ± 0.04 

1.08 ± 0.291  

0.08 ± 0.03 

114 ± 0.271  

0.03 ± 0.03 

0.90 ± 0.191  

Los resultados son el promedio de duplicados de dos ensayos. 
V No hay diferencia significativa al comparar los titulas de los aCLE (56 °C, 30 min.) 

detectados con los diferentes diluyentes. 

i • 

lig 
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Al comparar las D0405  de los aCL no escondidos no se encontró diferencia 
significativa cuando se usó gelatina o SBRN como diluyente, en tanto que cuando se usó 
SBRN depletado de f32GP-1 las DO405  disminuyeron (p < 0.01). No se observó diferencia 
significativa cuando se detectaron los aCLE de los 7 SHN diluidos en PBS/gelatina, 
PBS/SBRN o PBS/SBRN depletado dell2GP-I. Los resultados apoyan la noción de que los 
aCLE de sujetos sanos no requieren de la fl2GP-1 para ser detectados in vitro, y permite 
rechazar la hipótesis de McIntyre y colaboradores169  que propone que la f32GP-I del SBRN 
es el inhibidos termolábil de los aCLE, porque impide la detección de estos anticuerpos anti-
fosfolípidos in vitro, por competencia con el antígeno. La participación de la B2GP-I 
endógena, es decir la propia de los SHN, en la detección de los aCLE se muestra en la 
tabla VI. 

Tabla VI 
DETECCION DE aCLE-IgG EN SHN DEPLETADOS DE ( 2GP-1 

< 

SIN DEPLETAR DEPLETADOS DE %GPI 

SHN 
(n = 7) 

20 °C 56 °C 20 °C 56 °C 

0.12 ± 0.03 0.69 ± 0.23 0.10 ± 0.05v  0.65 i 0.209  

Muestra 

Los resultados están expresados en D0405  y son el promedio de duplicados de dos ensayos. 
NS vs sin depletar de 112GP-i. 

§ NS vs sin depletar de f&2GP-I. 

La tabla VI muestra los resultados de los experimentos realizados en el sistema 
libre.  de 112GP-I endógena (SHN depletados de f32GP-I, ver figura 6), como bloqueante y 
diluyente en los ELISA's se utilizó albúmina sérica bovina libre de 12GP-1 (ver figura 6). No 
se encontró diferencia significativa en los títulos de aCL no escondidos ni en los aCLE en 
presencia o ausencia de f32GP-lendógena, con lo que se demostró que la 112GP-1 propia de 
los SHN no compite con los anticuerpos anticardiolipina no escondidos ni con los "ocultos"' 
por el fosfolípido. El factor termolábil que oculta a los aCLE puede existir libre en el suero y 
ser los aCLE el reactivo limitante en la formación del complejo aCLE-inhibidor. Para probar 
esta hipótesis se realizaron los siguientes experimentos: se incubaron (a 37°C durante una 
hora y toda la noche a 18 °C) mezclas de los 7 SHN, que previamente habían sido tratados 
a 56 °C durante 30 minutos (SHN c, x,), con el mismo volumen de suero autólogo sin 
calentar. Una vez terminada la incubación se diluyó la mezcla 1:50 y se determinó la 
actividad aCL resultante. Los resultados se muestran en la tabla VII. 
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Tabla VII 
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD aCL DE SIIN,56,30. INCUBADOS CON 

UN VOLUMEN IGUAL DE SUERO AUTOLOGO SIN CALENTAR 

TRATAMIENTO MEZCLA VN CON: 
ACTIVIDAD aCL 

Mhz 
n=7  

56 °C, 30' 

56 °C, 30' 

PBS 

SHN SIN TRATAR 

0.20 ± 0.05 

1.30 ±0.14 

1.15 ± 0.08 

Los resultados son la media de duplicados de dos ensayos. 
No se observó diferencia signikativa entre los SHNum,3or diluidos VN con P88 y con SHN autólogo 

• sin tratar. 

Como diluyente y bloqueante en los ensayos se utilizó gelatina al 0.3% en PBS o 
SBRN al 10 %. Teóricamente en estos ensayos existía 4 pg/pozo de 112GP-1 humana 
(autóloga) o bovina (cuando el diluyente fue SBRN al 10 % en PBS), cantidad que se sabe, 
es suficiente para mostrar actividad de cofactor y puede competir con los aCLE por el 
fosfolípido. Además, cuando se depletaron los SI-IN de la 112GP-I la actividad aCL de los 
aCLE no se potenció. Una posible explicación es que el tratamiento con calor, es decir a 56 
°C durante 30 minutos, induce cambios irreversibles en la conformación de los aCLE que 
impiden el reconocimiento de la a2GP-l. De no ser así, nuestros resultados muestran que el 
inhibidor termolábil que oculta a los aCLE no es lall2GP-1. 

9.9 CARACTERIZACION DE LOS aCL DEL SUERO DE PACIENTES CON SaFP. 

En la tabla VIII mostramos los resultados de los aCL detectados en los pacientes 
con SaFP. Como se puede ver, el 86 % de los pacientes tuvieron aCL de clase lgG no 
escondidos dependientes de B2GP-1 para su detección in vitro. 
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TABLA VIII 
ANTICUERPOS ANTICARDIOLIPINA DE CLASE IgG DETECTADOS EN EL SUERO 

DE LOS PACIENTES CON SaFP 

ELISA 	 ELISA 

MUESTRA 

-.•••••••••••~.~~•~. 

ESTANDAR 	 MODIFICADO ESTANDAR MODIFICADO 

SAFP NO ESCONDIDOS ESCONDIDOS 

1 1.65 0.15 1.81 0.52 
2 0.76 0.12 1.57 0.53 
3 0.34 0.05 0.78 0.54 
4 0.17 0.04 0.98 0.34 
5 1.54 0.18 1.95 0.57 
6 2.00 0.24 2.00 0.55 
7 0.25 0.04 1.71 0.96 
8 0.49 0.03 1.24 0.27 
9 1.79 0.15 2.00 0.54 
10 1.09 0.04 1.71 0.37 
11 . 0.24 0.04 1.62 0.61 
12 0.12 0.03 1.12 0.27 
13 2.00 0.11 2.00 0.55 
14 1.98 0.06 2.00 0.67 
15 0.70 0.11 1.45 0.43 
16 2.00 0.15 1.95 0.59 
17 0.19 0.06 1.17 0.71 
18 2.00 0.23 1.99 1,33 
19 0.53 0.09 1.99 0.43 
20 1.93 0.09 1.84 ' 0.06 
21 2.00 2.00 1.84 0.60 
22 1.98 1.76 2.00 1.06 

MEDIA ± DE 	1.17 ± 0.78' 	 0.10 ± 0.07 	1.67 ± 0.391 	 0.57 ± 0.271  

Los resultados están expresados en D0405 y son el promedio de duplicados de dos ensayos. 
t p < 0.001 cundo se comparan los títulos con los obtenidos en el ELISA modificado. 

De los pacientes 1 al 20 (pacientes 21 y 22 1.9±0.17 DO4o5nm). 

Los resultados muestran que el tratamiento con calor descubrió dos grupos más de 
aCL-IgG (uno dependiente y otro independiente de B2GP-I para su detección in vitro) en los 
22 sueros de pacientes con SaFP, lo anterior se apoya en el incremento de 
aproximadamante tres veces las DOS  de los aCL-IgG detectados en el ensayo estandar 
comparadas con las DO, 05  obtenidas en el ensayo modificado, en el que no existe a2GP-I 
exógena. 

Los sueros 21 y 22 también tuvieron aCL-lgG que se detectaron en ausencia de 
fl2GP-I, lo que sugieres  que en estos dos sueros exiten cuatro subpoblaciones de aCL-lgG: 
(1) dos subpoblaciones de aCL-lgG no escondidos, una de las cuales es dependiente del 
cofactor para ser detectada y otra que es detectada independientemente de la presencia 
de la 112GP-I; y (ii) otras dos subpoblaciones de aCLE-lgG, una de las cuales requiere del la 
132GP-I para reconocer al fosfolípido y otra que reconoce a la cardiolipina con o sin el 
cofactor. 

L. 
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9.9.1 CARACTERIZACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE aCL NO ESCONDIDOS EN 
LOS SUEROS DE LOS PACIENTES CON SaFP. 

Para comprobar la existencia de cuatro subpoblaciones de aCL que sugieren los 
datos presentados en la tabla VIII, se adsobieron los dos sueros de pacientes con SaFP 
(21 y 22) con una mezcla de micelas de cardiolipina y R2GP-1 humana purificada. La figura 
7 muestra la pureza e identidad de la il2C3P-I purificada humana utilizada en los ensayos 
siguientes de caracterización de las subpoblaciones de aCL no escondidos. La figura 7A es 
la tinción con amido negro (A) y la figura 7 B la electroinmuno-transferencia. Como se 
puede ver, la unción de proteínas (amida negro) muestró una sola banda, que cuando se 
probó su identidad por electroinmunotransferencia con un antisuero comercial específico 
a132GP-I humana (Behring werke Akettiengesellschaft, Ingeiheim) se confirmó que era 
a2GP-I. 

    

r 

Figura 7. Electrotransferencia de la II2GP-1 humana purificada a partir de plasma fresco normal. 
A lindón con amido negro. B Inmuno Unción con un anticuerpo comercial af32GP-1 humana. 

En la figura 8 se muestra la actividad aCL de los sueros 21 y 22 (tabla VIII) después 
de la inhibición con mCL y con mCL II2GP-I. Los resultados muestran como al adsorber 
los sueros con mCL en presencia del cofator se alcanzó un 90 % de inhibición de la 
.actividad, en tanto que al inhibir con mCL sin B2GP-I el porcentaje de inhibición fue del 65% 
(p < 0.05). Los porcentajes de inhibición se obtuvieron comparando las 00406 de los sueros 
tratados con PBS con las D0405  de los mismos sueros adsorbidos con las mCL o mCL 
f12GP-I. 
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Figura 8. Inhibición de la actividad aCL de los sueros 21 y 22 (tabla VIII) 
con micelas de cardiolipina (mCL) o con micelas, de cardiolipina en pre-
sencia de 2,2 -glicoprotelna-i (mCL+f32GP-I ). Para comparación la figura 
muestra la actividad aCL de los sueros sin inhibir (KIS). Los resultados 
son el promedio de duplicados de dos ensayos. 

• . . 

Aparentemente las mCL forman un complejo con.lall2GP-1 y proporcionan el o los 
epítopes que reconocen los aCL no escondidos autoinmunes (aquellos que requieren de la 
(12GP-1 para su detección in vitro) y los infecciosos (los que reconocen a los fosfolípidos 
propiamente dichos) de los pacientes con SaFP. Lo anterior se deduce de los 
requerimientos de 112GP-I que tienen los aCL-1gG que se eluyeron de las mCL-12GP-1. Los 
aFL eluidos se pasaron por una columna de heparina-agarosa para eliminar la a2GP-1 y las 
dos subpoblaciones de aCL no escondidos se separaron por adsorción con mCL en 
ausencia de 22GP-1. El eluido y el sobrenadante de las mCL se ensayaron en el ELISA 
modificado (libre de R2GP-I). La figura 9 muestra la caracterización de las subpoblaciones 
de aCL-IgG no escondidos que se detectaron en los dos pacientes con SaFP (21 y 22). 
Como se puede ver una subpobiadón de aCL-1gG no escondidos reconoció a la CL de 
manera dosis-respuesta de la cantidad de %GPI adicionada al pozo y otra reconoció a la 
cardiolipina en la placa de ELISA, de manera independiente de la concentración del 
cofactor presente. 

1.50 	2.00 	4.00 	8.00 

112GP-1 (pg/pozo) 

Figura 9. Caracterización de los aCL no escondidos de los pacientes con SaFP. 
Las placas de ELISA se sensibilizaron con CL y posteriormente se adicionó la [12GP-I 
a las concentraciones que se muestran en las abscisas. Las 00405 de los pozos 
que contentan sólo a 2GP-1 fueron 0.03 ±0.03. La concentración de aCL-IgG puri-
ficada (dependiente o Independiente del cofactor) que se ensayó fue de 10 pgipozo. 
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Es importante recalcar que no se detectó actividad afl2GP-I libre de fosfolipidos, en 
ninguna de las dos subpoblaciones de aCL no escondidos de los pacientes con SaFP. Sin 
embargo, no se debe descartar la posibilidad de que existieran en el suero de estos 
pacientes anticuerpos al32GP-1 libre de fosfolípidos. Los métodos de purificación y 
separación empleados no contemplaron en ningún momento el estudio de estos 
anticuerpos. 

9.9.2 CARACTERIZACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE aCLE DEL SUERO DE 
PACIENTES CON SaFP. 

Los aCLE de los pacientes con SaFP (21 y 22) se purificaron a partir de los sueros 
depletados de los aCL no escondidos. Para liberar a los aCLE de su inhibida termolábil se 

. incubaron los sueros a 56 °C durante 30 minutos y se pasaron por una columna de 
cromatografía de proteína A-sefarosa. La figura 10 muestra como la incubación provocó un 
incremento de aproximadamente 10 veces la actividad aCL-IgG y como, al depletar los 
sueros de la fracción IgG (IgG1, IgG2 e IgG4) disminuyó la actividad aCL potenciada por el 
tratamiento con calor. 

Figura 10. Purificación de los aCLE de los pacientes con SaFP (21 y 22) 
mediante columna de proteína A. La figura muestra la actividad aC L de los 
sueros depletados de los aCL no escondidos (20 °C) y la liberación de los 
aCLE cuando se trataron a 56 °C por 30 minutos (56 °C). La actividad aCL 
potenciada por el tratamiento con calor se abatió depletando los sueros 
de la fracción IgG (Prote-A) 

La fracción IgG (IgGli  IgG2 e lgG4) eluida de la columna de proteína A-sefarosa se 
adsorbió con micelas de cardiolipina en ausencia del cofactor. La actividad aCL del eluído y 
del sobrenadarte de las mCL se estudió en el ELISA modificado. Como se muestra en la 
figura 11, se identificaron dos subpoblaciones de aCLE-IgG: una que fue detectable de 
manera dosis-dependiente de la presencia de la fl2GP-I y otra que fue independiente de 
esta proteína para su detección in vitro. 
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Figura 11. Caracterización de los aCLE de los pacientes con SaFP. Las placas 
de ELISA se sensibilizaron con CL y posteriormente se adicionó la 12GP-I a las 
concentraciones que se muestran en las abscisas. Las D0405 de los pozos que 
contenían sólo II 2GP-I fueron 0.04 .10.03. La concentración de aCL-lgG purificada 
(dependiente o independiente del cofactor) que se ensayó fue de 10 pg/pozo. 
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Las placas de microELISA con las que se detectaron los aCLE se sensibilizaron con 
CL y posteriormente se adicionó la R2GP-I a las concentraciones que se muestran en las 
abscisas. Las DO de los pozos que contenían sólo f12GP-I fueron 0.04±0.03. La 
concentración de IgG purificada (aCLE-lgG dependiente e independiente del cofactor) que 
se ensayó por pozo fue de 10 lig. 

9.10 DETECCION DE a.  FL EN LOS SUEROS DE RATONES NORMALES (BALBIC) Y EN 
LOS DE RATONES AUTOINMUNES (NZB). • 

Todos los ratones (noñales y autoinmunes) tienen anticuerpos naturales de clase 
101 que reconocen eritrocitos autólogos e isólogos tratados con bromelina (ERBr)43' 581  
procedimiento que expone la fosfatidilcolina (FTC) de la cara externa de la membrana del 
eritrocito'' 50,60.  Estos anticuerpos se han encontrado también en otras especies como la 
rata, el conejoliu  y en el humano158. Los anticuerpos que reconocen FTC son de isotipo IgM 
y los producen principalmente las células B Ly-14' (CD5+), un subgrupo de células B al que 
se le atribuye la principal producción de autoanticuerpos naturales. Se ha postulado 
además, que estos anticuerpos tienen una importante función en la depuración de 
eritrocitos envejecidos o que han sufrido cambios en su integridad. Su papel fisiológico es 
muy importante ya que atraviesan la barrera filogenética de especies. 

En el caso de los aCLE se desconoce si se encuentran presentes en el suero de 
otras especies. La detección de los aCLE en otras especies puede ayudar a esclarecer el 
origen y patogenia de los aCL, razón por la cual, estudiamos por ELISA 10 sueros de 
ratones BALB/C Y 10 sueros de ratones autoinmunes NZB, usando como antígeno CL, 
FTC, CL412GP-1 y FTC-B2GP-1. La detección de los aCLE se hizo tratando una alícuota de 
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cada suero a 56 °C durante 30 minutos. La tabla IX muestra las DO de los aFL detectados 
en los sueros de los 20 ratones. 

Como se puede ver los aCL-lgG se incrementaron sustancialmente en ambos 
grupos de ratones, al tratar los sueros a 56 °C durante 30 minutos. En los ratones NZB los 
aFL no escondidos estan presentes a títulos más altos que en los balb/c. Al calentar los 
sueros los títulos se equipararon en ambos grupos . Con respecto a los aCL-IgM se' 
observó que en los sueros de los ratones normajes cuando se trataron con calor no se 
liberaron los aCLE, sin embargo, en los sueros de los ratones NZB los títulos de aCL-lgM 
se incrementaron 12 veces. Los títulos de aCL-IgM siempre fueron más altos en los sueros 
de los ratones NZB que en los sueros de los ratones batb/c (tanto en los tratados como en 
los no tratados a 56 °C durante 30 minutos). 

TABLA IX 
ACTIVIDAD aFL DE LOS SUEROS DE RATONES NORMALES Y AUTOINMUNES 

• • (MEDIA±DE D0nm) - 

" CARDIOLIPINA 	 FOSFATIDILCOLINA 

GRUPO . 20 °C 	56 °C 	 - 20 °C 	 56 °C 

# p=0.0004 vs 20 °C; I>p=3.002 vs balb/c; "p=0.003 vs 20 °C; 89=0.00005 vs balbk; Up=0.001 vs 20 
; +p=0,0004 vs 20 °C; ++p=0.003 vs 20 °C; •pi=0.001 vs ball* y "p=0.00002 vs balblc. 

Como se puede observar las DO de los aFTC-IgG en los ratones normales se 
incrementaron aproximadamente 5 veces al tratar los sueros a 56 °C durante 30 minutos, 
en los sueros de los ratones NZB las DO también se incrementaron con respecto a los 
sueros sin tratar (el incremento fue de aproximadamente 8 veces). En los aFTC-IgM se 
observó un fenómeno diferente, tanto en los sueros de los ratones baib/c como en el de los 
NZB las DO de los aFTC bajaron después del tratamiento a 56°C durante 30 minutos. En 
los sueros no tratados con calor los ratones. NZB tienen DO más altas de aFTC-lgM que los 
ratones normales balb/c. Aunque las DO en ambos grupos de estudio bajaron después de 
la incubación a 56°C durante 30 minutos, la diferencia se mantuvo. 
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9.10.1 CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD aFL POTENCIADA POR EL 
TRATAMIENTO A 56 °C DURANTE 30 MINUTOS (SUEROS MURINOS). 

9.10.1.1 DEPLECION DE LA FRACCIONIgG (IgGl, tgG2 E IgG4). 

' La figura 12 muestra el efecto que se observó al depletar los sueros murinos de las  
inmunogiobulinas IgG1, IgG2 e IgG4 por adsorción con proteína-A (columna de proteína A-
sefarosa), 

12a Sueros de ratones Balb/c  12b Sueros de ratones NZB 

L  

L  

Figura 12. Inhibición de los aCL no escondidos y de los aCLE de los sueros de los ratones normales 8a.  Ibic y 
NZB. La figura 12a muestra la actividad aCL de los sueros de ratones normales ball* sin tratar y tratados a 56 
°C, 30', también muestra la pérdida de la actividad aCL potencia por calor, cuando se depletaron los sueros de la 
fracción 1gG. La figura 12b muestra la actividad de los aCL no escondidos de los sueros de ratones 
autoinmunes NZB sin tratar (20 °C) y adsorbidos exhaustivamente con mCL. Los sueros adsorbidos con mCL se 
trataron a 56 °C, 30' para observar la actividad aCL potenciada por el tratamiento con calor. La actividad aCL 
potenciada por el tratamiento con calor se abatió al depletar los sueros de la fracción IgG. Los resultados son el 
promedio de duplicados de dos ensayos. 

La figura 12a muestra la actividad aCL de los sueros de los ratones normales ball* 
sin tratar y tratados a 56 °C, 30'. Al depletar los sueros tratados a 56 °C, 30', de la fracción 
IgG se observó que la actividad aCL se abatió. La diferencia fue significativa cuando se 
compararon las DO, 05  de los sueros sin tratar con los sueros tratados a 56 °C, 30' 
(p<0.001); y cuando se compararon los sueros tratados a 56 °C, 30' con los depletados de 
la fracción 1gG. La figura 12b muestra la actividad aCL de los sueros de ratones 
autoinmunes NZB sin tratar y adsorbidos exhaustivamente con mCL, la diferencia fue 
significativa (p<0.001). Los sueros adsorbidos con mCL se trataron a 56 °C, 30' para 
observar la actividad aCL potenciada por el tratamiento con calor, la diferencia fue 
significativa (p<0.001). La actividad aCL potenciada por el tratamiento con calor se abatió al 
depletar los sueros de la fracción IgG, la diferencia fue significativa (p<0.001). 

En el caso de los ratones autoinmunes NZB en los que existen aCL no escondidos 
el fenómeno de liberación de los aCLE no se pudo observar a menos de que se eliminaran 
los .aCL no escondidos, por tal motivó, los sueros de los ratones NZB se adsorbieron 
previamente con mCL, hasta eliminar la actividad aCL. Posteriormente se calentaron los 
sueros y se observó la liberación de los aCLE. Al depletar los sueros -preadsorbidcs con 
mCL y calentados- de la fracción IgG se observó también que la actividad aCL se abatió. 

55 



■ Sin 
■ink rreL 

Los resultados presentados en las figuras anterioes muestran que la actividad aCL 
proporcionada por los aCLE que se encontraron presentes en los sueros de los ratones 
tanto normales como autoinmunes, se debe a aCLE de isotipo lgG, como en los humanos. 

1' 

9.10.1.2 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD aCL CON mCL 

Una alícuota de cada suero de ambos grupos se calentó a 56 °C durante 30 
minutos y se inhibió con mCL, la actividad aCL resultante del tratamiento se midió en el 
ELISA convencional y se comparó con los sueros sin tratar. Los resultados se muestran en 
la figura 13. La actividad aCL sólo se observó en los sueros de los cestones normales 
después del tratamiento a 56 °C, dicha actividad fue inhibida en más de un 90 % en 
promedio al adsorber los sueros con mCL (figura 13a). En los sueros de los ratones NZB 
se detectaron aCL no escondidos a títulos relativamente altos, los cuales fueron adsorbidos 
con mCL (figura 13b), al calentar los sueros a 56 °C durante 30 minutos, la actividad aCL 
se potenció en ambos grupos de sueros. La actividad aCL potenciada por el tratamiento 
con calor se abatió por completo al adsorber nuevamente los sueros con mCL. Los 
resultados muestran que el efecto de potenciación de la actividad aCt. que se observó por 
el tratamiento a 56 °C durante 30 minutos de los sueros de ratones Balbic y NZB es muy 

• -similar al observado en el humano, es decir, esta dado por inmunoglobulinas de isotipo IgG 
y es inhibido con mCL. 

Ratones 

12a Sueros de ratones Balbic 
	

12b Sueros de ratones NZB 

OVC 
	

2C PC 

Figura 13. Inhibición de los aCL no escondidos y de los aCLE de los sueros de los ratones normales Ball* y 
NZB con mCL. La figura 13a muestra la actividad aCL de los sueros de ratones normales balb/c sin tratar y 
tratados a 56 °C, 30'. La adsorción con mCL abate la actividad aCL potenciada por el tratamiento a 56 °C, 30'. 
La figura 13b muestra la actividad de los aCL no escondidos de los sueros de ratones autoinmunes NZB sin 
tratar. Al adsorber los sueros sin tratar mCL la aCL se negativizó. Los sueros adsorbidos con mCL se trataron a 
56 °C, 30' para observar la actividad aCL potenciada por el tratamiento con calor, dicha actividad también se 
negativizó al adsober los sueros tratados a 56 °C, 30 minutos con mCL. Los resultados son el promedio de 
duplicados de dos ensayos. 
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La figura 13a muestra como la actividad aCL potenciada por el tratamiento a 56 °C 
durante 30 minutos se negativiza cuando se adsorben los sueros de manera exhaustiva 
con mCL, la diferencia fue significativa cuando se compararon los sueros tratados a 56 °C 
durante 30 minutos con los mismos sueros calentados y después adsorbidos con mCL (p < 
0.001). La figura 13b muestra los resultados de la adsorción de los aCL no escondidos de/ 
los sueros de los ratones NZB, los cuales reconocieron la estructura formada por la CL en 
solución acuosa (micelas), la diferencia fue significativa cuando se compararon los títulos 
de aCL no escondidos de los sueros sin tratar con los adsorbidoS con mCL (p < 0.01). Los 
aCLE de los ratones NZB también reconocieron a la cardiolipina de las micelas, pues como 
lo muestran los resultados los títulos se abatieron al adsorber los sueros tratados a 56 'O 
durante 30 minutos, la diferencia fue significativa (p<0.01). • • 

9.10.1.3 REQUERIMIENTO DE B2GP-I POR LOS aCLE DE LOS RATONES BALBIC Y 
NZB 

Para determinar los requerimientos del cofactor por los aFL detectados en los 
sueros de los ratones normales balb/c y NZB, se estudiaron ambos grupos en el ELISA 
estandar y él modificado (libre de 132GP-I exógena). La figura 14 muestra los resultados 
obtenidos. Como se puede ver, no se observó diferencia significativa al detectar los aFL en 
presencia (figura 14a) o ausencia de 112GP-I (figura 14b) en los sueros de los ratones 
-normales balb/c. Cabe recalcar que en este grupo de sueros solo se detectaron aCL 
después del tratamiento de los sueros a 56 °C durante 30 minutos. 

Sueros de ratones Balbic 

14a Liberación por calor de aCL 	 14b Liberación por calor de aCL 
ocultos (ELISA estandar) 
	

ocultos (ELISA modificado) 

&in 	 20 IC 
	

501C 

Figura 14. Requerimientos de fl2GP-1 por los aCL no escondidos y aCLE de los sueros de los ratones normales 
Balb/c. La figura 14a muestra la actividad aCL de los anticuerpos aCL no escondidos (20°C) y ocultos (56 °C) 
en presencia de f3GP-1 exógena (ensayo estandar). La figura 14b muestra la actividad aCL de los aCL no 
escondidos (20 °C) y ocultos (56°C) en ausencia de 112GP-1 exógena (ensayo modificado). No se observó 
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diferencia significativa al detectar la actividad aCL de los aCL no escondidos u ocultos en presencia o ausencia 
de f32GP-l. 

En los ratones NZB, las DOS  fueron en promedio mayores en los sueros sín tratar 
comparados con los sueros de los ratones normales en las mismas condiciones (p < 0.01), 
no se observó diferencia significativa en los títulos de aCLE de los ratones autoinmunes/ 
comparados con los de los ratones normales. La figura 15 muestra los estudios dé 
dependencia de la 112GP-I por los aFL detectados en los sueros de los ratones NZB. Como 
se puede ver los aFL no escondidos y ocultos no requieren de la fliGP-I para su detección 
in vitro. Es importante mencionar que la cepa de ratones autoinmunes NZB no presentan 
manifestaciones trombóticas. 

Sueros de ratones NZB 

15a Liberación por calor de aCL 
ocultos (ELISA estandar)  

15b Liberación por calor de aCL 
ocultos (ELISA modificado) 

Figura 15. Requerimientos de 112GP-I por los aCL no escondidos y aCLE de los sueros de los ratones 
autoinmunes NZB. La figuró 15a muestra la actividad aCL de los anticuerpos no escondidos (20°C) y ocultos 
(56 °C) en presencia de 12GP-1 exógena (ensayo estándar). La figura 15b muestra la actividad aCL de los 
anticuerpos no escondidos (20 °C) y ocultos (56°C) en ausencia de t32GP-1 exógena (ensayo modificado). No se 
observó diferencia significativa al detectar la actividad aCL de los aCL no escondidos u ocultos en presencia o 
ausencia de Cl2GP-1. Los ratones NZB tienen aCL séricos positivos sin manifestaciones trombótícas. 

9.11 Reactividad de los aCLE contra.fosfolípidos (estudios en humanos). 

En un grupo de 25 sueros de sujetos clínicamente sanos se estudió la reactividad 
de los aCLE contra otros fosfolípidos. Los sueros se trataron a 56 °C durante 30 minutos y 
se estudiaron en el ELISA estándar contra los fosfolípidos tanto aniónicos como neutros. 
Se estudió además la reactividad contra la fosforilcolina que es la cabeza polar de la FTC, 
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contra el ácido fosfatídico y el fosfatidilglicerol que son los intermediarios importantes en la 
síntesis de los fosfoglicéridos. En la figura 16 se muestra el esquema de reactividades de 
los aCLE contra los diferentes fosfolípidos. Como se puede ver el reconocimiento de los 
diferentes fosfolípidos es mayor después del tratamiento de los sueros a 56 °C durante 30 
minutos, el aumento en promedio fue de 2.5 ± 0.45 DO405. La desviación estándar es 
pequeña, lo que sugiere que el fenómeno que estamos observando es reactividad cruzada 
por el reconocimiento de epítopes comunes de las moléculas de fosfolípidos. 

Analizamos los datos con la prueba f de student para muestras pareadas (tabla X). 
Como se puede ver el incremento en el reconocimiento de los fosfolípidos, debido a la 
"liberación" de los aCLE por el tratamiento con calor, es estadísticamente significativo en 
todos los casos. 

  

a20 'C 
a56 °C 

 

Ct. Frs F71 FTC FlE EH FM A! FRC 

FOSFOUPIDOS 

 

Figura 16. Reactividad de losaCLE de sujetos sanos contra fosfolípidos 
aniónicos y zwitteriónicos. Los resultados son el promedio de tres 
determinaciones. CL=cdrdiollpina; FTS=fosfatidliserina; FT1= fosfatidflcolina 
inositol; FTC=fosfatidficolina; FrE=fosfatidiletanolamina; EM=esfingomielina 
mielina; FTG=fosfatidllglicerol; AF=ácido fosfatídico y FRC=fosforlicolina. 

Tabla X. 
Análisis estadístico de los 25 sueros humanos normales estudiados*. 

FOSFOLIPIDOS 	20 OC1 	 56 °C4 	 é 	valor de I)*  
CL 	0.23±0.17 	0.71±0.20 	• 5.97 	=10'4  

FTS 	0.36±0.13 	1.18±0.32 	7.51 	<10-6  
FTI . 	0.48±0.13 	1.03±0.16 	8.31 	=10-6  
FTC 	0.13±-0.04 	0.31±0.06 	7.48 	<10-6  
FTE. 	0.29±0.11 	0.81±-0.23 	6.58 	<10-6  

. 
FTG 	0.53±0.13 	1.27±0.24 	8.48 	<10m  

AF 	0.83±0.26 	1.83±0.17 	10.2 	<10-6  
FRC 	0.25±0.08 	0.65±0.18 	13.29 	<10-6  
EM 	0.26±0.08 • 0.520.16 	4.57 		=10-4  

* Los resultados son el promedio de das ensayos. 
Media ±13.E de las densidades ópticas de las muestras leidas a 405 nm. 

§ Prueba t de student pareada. 
V Valores de P para la prueba t de student. 
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Para comprobar la reactividad cruzada de los aCLE se inhibieron exhaustivamente 
los sueros con micelas de cardiolipina (mCL). Los resultados se muestran en la tabla XI, el 
análisis estadístico se hizo mediante la prueba t de student, y en los casos en los que una 
o más de las premisas para la prueba t no se cumplieron se usó la prueba U de Mann- 
whitney. 	 ,'  

Tabla X1 
Actividad anti-fosfolípidos remanente de los sueros tratados a 56 °C durante 30 

minutos e inhibidos con micelas de cardiolipina 

FL Sin Inh.1 Inh. % de Inh. t/I 3  Valor PI  

CL 0.79±0.08 0.09±0.02 88.5 155 <10" 
FTS 1.16±0.18 0.10±0.05 • 91.1 155 <10-4  
FTI 0.93±0.11 0.13±0.04 .86.5 155 <10" 

0.32±0.08 0.32±0.07 . 1.2 	, 155 NS#  FTC 
FTE 0.76±0.14 .0.10±0.03 86.3 155 <10" 

1.11±0.11 0.25±0.05   77.6 23.3 <10" FTG 
AF 1.45±0.25 0.22±0.04 84.5 155 <10-4  

FRC 0.45±0.09 0.44.10.10  4.2 155 NS 
EM 0.49±0.06 0.0910.02 81.0 155 <10-4  

* Los,resultados son el promedio de duplicados. 
Media ± D.E. de las DO nm de las muestras. 

§ Valor de t para la prueba t de student, o T de U de Mann-Whitney en caso necesario. 
Valores de P. 

# No significativo. 

Como se puede ver, las DO se abaten prácticamente en su totalidad, lo que sugiere 
que los aCLE reconocen un epítope común de las moléculas de fosfolípidos, que puede 
ser el glicerol, los ácidos grasos y/o el grupo fosfodiéster que son los epítopes comunes de 
los fosfolípidos tanto aniónicos (CL, FTS y FTI) como neutros (FTC, FTE y EM). Los aFL 
liberados por el tratamiento con calor que reconocen a la FTC y su cabeza polar, la FRC, 
no se inhiben con lás micelas de cardiolipina, probablemente por que son un grupo de 
aCLE que reconocen o reaccionan con mayor especificidad contra la cabeza polar de la 
FTC. Para probar el punto anterior se inhibió otra alícuota de los sueros pretratados a 56 
°C durante 30 minutos, pero ahora con micelas de FTC y con FRC disuelta en PBS 
posteriormente se determinó la actividad aFTC y aFRC remanente por ELISA (figura 17), 

Cuando se inhibieron los sueros con micelas de FTC, el reconocimiento de éstos a 
la FTC y a la FRC en fase sólida, disminuyó de forma importante (p < 104  en ambos 
casos). Al inhibir los sueros con la cabeza polar de la FTC, es decir, con la FRC no se 
observó ningún cambio en las actividades aFTC ni aFRC, probablemente porque estos 
anticuerpos reconocen a la cabeza polar unida al grupo fosfodiéster. Es posible también, 
que la molécula de FRC en fase líquida tenga una conformación tridimensional diferente a 
la que toma cuando está adherida a lá placa de microELISA (fase sólida) y que los aCLE 
no la reconozcan en la conformación soluble. La diferencia en las DO observadas en el 
reconocimiento de la FTC comparadas con las observadas en el reconocimiento de la FRC, 
se puede explicar tomando en cuenta los tamaños de ambas moléculas. La FRC es mucho 
más pequeña que la FTC, por lo que al sensibilizar los pozos de la placa de microELISA 
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con 50 pi de una solución de 50 pg/m1 de cada molécula, estamos agregando más 
moléculas de FRC que de FTC por pozo. Dicho de otra manera existe más antígeno en un 
pozo sensibilizado con FRC que con FTC. 

E Sin inh. 
Clinh. mFTC 

Inh. FRC 

Figura 17. Actividad remanente de los 25 sueros humanos normales 
pretratados a 56 °C durante 30 minutos e inhibidos con mFTC, FRC y 
ensayados contra FTC y FRC en el ELISA FTC=fosfatidlIcolina y FRC 
=fosforilcolina. 

En el trabajo publicado recientemente por Kouts y colaboradores171, estudiaron el 
tipo de interacciones que participan en el reconocimiento de los aFL inducidos en conejos a 
los que se les inmunizó con 12gGP-1 humana. Los aFL producidos reaccionaron contra FL 
de carga negativa y contra C12GP-l. El mismo tipo de reconocimiento se observó en 
anticuerpos monodonales de conejo anti-112GP-l. Los autores demostraron que la 
reactividad contra los FL involucra principalmente fuerzas fónicas, mientras que contra la 
a2GP-1 las interacciones son de otro tipo (enlaces puentes de hidrógeno, fuerzas de Van 
der Waals y uniones hidrófobas). Lo anterior sugiere que el reconocimiento de los FL por 
los aFL "autoinmunes" es inespecífico y que esta dado exclusivamente por fuerzas 
electrostáticas. Extrapolando los resultados del estudio anterior a nuestra investigación, los 
aFL "ocultos" bien pueden ser anticuerpos "catiónicos" con reactividad cruzada por cargas. 
Para probar esta hipótesis se estudiaron los 25 sueros tratados a 56 °C durante 30 minutos 
diluidos en un amortiguador de fuerza jónica alta (PBS, 1.5 M NaCL), para eliminar la 
participación de las fuerzas electrostáticas en el reconocimiento de los aCLE por los FL 
tanto aniónicos como neutros (figura 18). 

Como se puede ver el reconocimiento de los FL con los que están sensibilizadas 
las placas de microELISA no se ve afectado por la presencia del amortiguador hipermolar 
en el liquido de reacción, lo que sugiere que en dicho reconocimiento participan además de 
fuerzas electrostáticas, enlaces puente de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals y uniones 
hidrófobas. Estas últimas son las fuerzas de mayor energía que participan en la unión de 
los antígenos con los anticuerpos. 
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Figura 18. Efecto de un amortiguador de fuerza jónica alta (PBS 1.5 M 
NaCL) en la solución de reacción de los aFL 'ocultos'. Pozos sensibili-
zados con FL anlónicos y neutros. Los resultados son el promedio de 
de dos determinaciones. CL = cardiolipina; FTS = fosfaticIfIserina; FTI = 
fosfatidflinositol; FTC = fosfatidilcolina; FÍE = fosfatidfletanolamina; 
EM = esfingornielina; FTG = fosfatidfiglicerol; AF =ácido fosfatfdico y 
FRC = fosforficolina. No se encontró, diferencia significativa en presen-
cia del amortiguador hipermolar. 

9.12 Reactividad de los aCLE de sujetos sanos contra otros antígenos. 

Se estudió la reactividad cruzada de los aCLE en el grupo de 25 sueros humanos 
normales. Por ELISA se determinó la reactividad contra DNAcd, DNAcs y la actividad de 
factor reumatoidel" (tabla XII). Para la presente investigación se consideró que un estudio 
de reactividad contra antígenos tanto nucleares como citoplásmicos en células HEp-2 
podría proporcionar información importante con respecto a la reactividad cruzada de los 
aCLE contra antígenos no fosfolipídicos. Los resultados del estudio se muestran resumidos 

• en la tabla XII. 	. 
Tenemos datos que muestran que en los sueros de sujetos clínicamente sanos 

circulan anticuerpos anti-fosfatidilcolina (FTC) a títulos relativamente bajos. Estos 
anticuerpos tienen reactividad cruzada con una proteína constitutiva del citoesqueleto 
celular llamada vimentina'". Los aFTC son de isotipo lgM y tienen características de 
autoanticuerpos naturales. En la tabla XII se muestran los resultados obtenidos del estudio 
la reactividad de los aCLE contra vimentina mediante dos técnicas inmuno-enzimáticas el 
inmunopunto (IP) y la electroinmunotransferencia (EIT). 
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DNAcd 

ONAcs 

FR 

IFI 
(HEp-2) 

Vimentina 
(IP):  

0.059E101 

0.115±0.01 

0.235±.0.02 

Neg 

0.061±0.01 

0.116±0.02 

0.237±0.01 

Neg 

0.743±0.021  0.057±0.003 NS 

0.542±0.02e  0.107±0.010 NS 

1.91±0.05v 	0.224±0.008 	NS.  

Hom. 1:160E 	Neg 

Neg 	 Neg 	Positivov 	Neg 

Tabla XII 
Reactividad de los aCLE de sujetos sanos contra otros antígenos. 

Reactividad 
	

20° C 
	

56 °C 
	

SHN 
contra* 
	

D0405nm 
	

D0405nm 
	

Control (+) 	Control (-) Valores de Pt 

Vimentina 
	

Neg 	 Neg 	Positivov 	Neg 	 •••••••• 

(ElT) 

*n=25 
t Valores de P para la prueba de t de student. NS = No significativo. 
I: Suero de paciente con LEG activo. 
# Suero de paciente con AR seropositiva. 
t IP = Inmunopunto. 
§ EIT = Electroinmunotransferencia. 
V Control (+) = Anticuerpo monocional. Clona V9 (SIGMA). 

Los resultados de la tabla XII claramente muestran que no existe reactividad 
cruzada de los aCLE contra otros antígenos no fosfolipídicos. El hecho de que no se 
reconozcan estructuras compuestas por fosfolípidos en las células HEp-2 probablemente 
se debe a que en el proceso de permeado con solventes orgánicos, estas estructuras se 
modifican dejando fosfolípidos modificados o en concentraciones bajas que no dan un 
patrón de fluorescencia con la suficiente intensidad como para ser detectado. No existe 
tampoco reactividad cruzada con estructuras cargadas negativamente como el DNAcd o el 
DNAcs lo que corrobora los resultados encontrados al estudiar el tipo de fuerzas que 
participan en el reconocimiento de los aF.L. por los FL. Con los resultados presentados en el 
apartado 9.11 se infiere que los aCLE son oligorreactivos ya que tienen reactividad cruzada 
sólo con fosfolípidos tanto aniónicos como zwitteriónicos y no con otros antígenos infra y 
extracelulares1  tampoco son factores reumatoides ocultos, son un grupo de 

. autoanticuerpos con características propias que viajan en la circulación inhibidos por un 
factor termolábil que no es la f32GP-l. 
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9.13 Reactividad de los aCLE contra los fosfolípidos que participan en las reacciones 
de la cascada de la coagulación. 

Los aFL se pueden detectar por tres métodos dependiendo de su reactividad. Uno 
de los métodos es la prueba de floculación del VDRL, en la que el antígeno está 
compuesto por fosfatidilcolina, cardiolipina y colesterol en proporciones variables. El otro 
método es el ELISA con el que se pueden detectar en forma diferencial los aFL y su 
isotipo, que reconocen FL aniónicos y/o neutros. El tercer método detecta a los aFL que 
interfieren con las pruebas de la coagulación dependientes de fosfolípidos en presencia 
exclusivamente de plasma humano150. Las pruebas más difundidas que miden la presencia 
del anticoagulante iúpico son: el tiempo de protrombina (TP), el tiempo parcial de 
tromboplastina activada (TPTa) y el tiempo de veneno de víbora de Russell (TVVR)172 . 
Hasta la fecha existen controversias con respecto a lo que se'considera TP, TPTa y TVVR 
aumentados como consecuencia de la presencia de aFL patogénicos circulantes en el 
plasma o suero de.  los pacientes con manifestaciones trombóticas o hemocitopénicas 

111- 	
asociadas a los aFL. Como el objetivo de nuestra investigación no es dar solución al 
problema anterior, sino estudiar si los aCLE tienen reactividad contra los fosfolípidos que 
participan en la cascada de la coagulación, aplicamos un sistemas de autocontroles que 

Ir 	
cónsistió en mezclar sueros frescos normales en una proporción 1:1 con plasma fresco 
normal (PFN) pobre en plaquetas y medir por quintuplicado el TP y TPTa los tiempos así 
obtenidos sirvieron de control para los mismos sueros, pero ahora tratados a 56 °C durante 

lir 	

30 minutos. Para corroborar que el TP y el TPTa se prolongó por los aCLE liberados, se 
realizaron nuevas mediciones, pero ahora con los mismos sueros tratados a 56 °C durante 
30 minutos e inhibidos exhaustivamente con micelas de CL, los resultados de las 

lir determinaciones se muestran en en la tabla XIII. 

Tabla XIII 

111- 	
Reactividad de los aCLE contra los fosfolípidos que participan 

en la cascada de la coagulación. 

Muestra. 	 TP (s) 	 TPTa (s)  

111 
PFN 	 13.3 ± 0.21 	 41.6 ± 3.30 

PFN +a a (1:1} 57.3 ± 2.52 122.0 ± 5.41 
PFN + b (1:1) 	 58.4 ± 5.90 	 137.1 ± 10.5 
PFN + c (1:1) 	 ) 250 	 ) 250 

II, 	
PFN + d (1:1) 98.1 ± 20.31 

	

) 250 	
181.0 ± 27.5 

PFN + e (1:1)  , 250 

11 	
# n = 10; a PBS; b Sueros humanos normales (SHN's); c SHN's calentadora 56 °C, 
30 min. ; d SHN's calentados a 56 °C, 30 min. e inhibidos 10 veces con mCL; y o SHN's . .  
calentados a 56 °C, 30 min. e inhibidos 10 veces con mCL y calentados nuevamente a 
56 oq, 30 min. 

a 

La tabla XIII muestra los tiempos de formación del coágulo de fibrina, de dos 
técnicas que miden las reacciones de coagulación dependientes de fosfolípidos (TP y 
TPTa) en plasmas frescos normales pobres en plaquetas (PFN). Cuando se diluyeron los 
plasmas (PFN + POS) con amortiguador de fosfatos (POS) los tiempos de las pruebas se 
alargaron probablemente por que todas las proteínas y otros factores que participan en el 
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proceso de formación del coágulo de fibrina se diluyeron. El mismo fenómeno se observó 
al diluir los plasmas frescos pobres en plaquetas con sueros humanos normales (PFN + 
SHN), en los que se consumieron las proteínas y factores de la coagulación. Cuando los 
plasmas frescos se diluyeron con sueros tratados a 56 °C durante 30 minutos (PFN + 
SHN56  oc, min) los tiempos de coagulación se prolongaron por más de 250 segundos 
(tiempo en el que el fibrómetro se detienen e indica falla). Al inhibir exhaustivamente los 
sueros humanos normales precalentados con micelas de cardiolipina (PFN + SHN560c,30 rflin 

lnh mCL), los tiempos se abaten alcanzando prácticamente el tiempo de su control (PFN + 
SHN). Las diferencias se pueden explicar por la dilución extra que sufren los sueros al 
inhibirse con las micelas de cardiolipina, que aunque ésta es mínima se refleja en los 
tiempos finales comparados con sus controles. Como se mostró en resultados anteriores, 
al calentar una segunda vez los sueros inhibidás con micelas de cardiolipina el complejo 
formado por aCLE-mCL aparentemente se rompe, ya que se observó nuevamente un 
incremento en los tiempos de coagulación del plasma fresco normal. 

En un sistema semi-purificado se repitieron los ensayos anteriores, se purificaron de 
5 sueros tratados a 56 °C durante 30 minutos la fracción IgG por columna de proteína-A. 
Como el intervalo de concentración para IgG sérica en el Laboratorio de Inmunología y 
Reumatología del Instituto Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán es de 846.9 a 1868.9 
mg/dl, se ajustó la concentración de nuestras IgG's puras a 1357.55 mg/dl en PBS y se 
mezclaron 1:1 con plasmas frescos normales pobres en plaquetas para determinar el 
efecto de los aCLE semi-purificados sobre el TP y el TPTa (tabla XIV). 

Tabla XIV 
Reactividad de los aCLE contra los fosfolipidos que participan 

en la cascada de la coagulación (sistema semi-purificado). 

Moimonwram~•~1~..~ •••••••~1~~1...". 

Muestra#  

 

TP (s) 	 TPTa (s) 

PFN 	 13.8 ± 0.33 	 45.6 ± 2.75 
PFN + a 	 55.7 ± 3.56 	138.0 ± 4.51 
PFN + b 	 ) 250 	 ) 250 
PFN + c 	 89.9 ± 17.31 	187.0 ± 15.0 
PFN +d 	 98.2 ± 11.75 	169.3 ± 13.5 

# n = 5; a PBS; b IgG's purificadas de 5 sueros, ensayadas en forma 
independiente y por quintuplicado; c IgG's inhibidas con mCL; d IgG's 
Inhibidas con mFTS. 

Como se muestra en la tablaq  anterior, en el sistema semi-purificado se repite el 
fenómeno de prolongación del TP y TPTa por la presencia de los aCLE de sueros de 
sujetos sanos. La fracción IgG pura prolonga los tiempos de las puebas de coagulación 
dependientes de fosfolípidos (TP y TPTa). Al inhibir las IgG's, exhaustivamente con micelas 
de cardiolipina o de fosfatidilserina (PFN + IgG's inh. con mCL ó PFN + IgG's inh. mFTS 
respectivamente) los tiempos de ambas pruebas disminuyeron, sin llegar a los valores de 
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los controles (PFN + PBS), y no se observó diferencia significativa con ninguno de los dos 
fosfolípidos. Cuando se agregaron mCL a diferentes concentraciones, no se inhibió el 
efecto anticoagulante de las lgG's purificadas de manera dosis-respuesta, la inhibición se 
alcanzó abruptamente hasta concentraciones de 0.5 mg/ml (figura 19). 

ixticentrazion de las tia (nirri) 
	

catiabxialcf2 las rralrerri) 

1 2 3 - 0.25 0.5 	1 2 • 	3 

250 

Figura 19. Inhibición con mCL del efecto anticoagulante de 5 lgG's purificadas de sueros tratados a 56 °C 
durante 30 minutos. La figura 19A muestra el TP en segundos de las lgG's Inhibidas con diferentes 
Concentraciones de mCL La figura 19B muestra el TPTa de las lgG's inhibidas con diferentes concentraciones 
de mCL La concentración de las igG's se ajustó a 1357.5 mg/ml y se mezclaron VN con plasmas frescos 
normales. Las concentraciones de mCL partieran de 0.004 mg/mi hasta 3 mg/ml, para simplificar la gráfica sólo 
se muestran las diluciones en las cuales se observó un efecto inhibitorio. 

La gráfica muestra una caída abrupta en el TP y TPTa a concentraciones próximas 
a 0.5 mg/ml de micelas de cardiolipina, no se observó una curva dosis-respuesta 
dependiente de la concentración de micelas, fenómeno que posiblemente se debió a la 
conformación que toman las moléculas de cardiolipina en solución acuosa. A 
concentraciones grandes de cardiolipina en solución la estructura que probablemente se 
• forma es similar a un liposoma, es decir un centro hidrófobo con su superficie exterior 
hidrofilica, relativamente simétrico que proporciona a los aCLE una estructura reconocible y 
a la cual se unen estos aFL. Cuando las concentraciones de cardiolipina son bajas las 
estructuras que se forman son muy heterogéneas y no son reconocidas por los aCLE. 

Cuando se ensayaron los mismos sistemas variando las proporciones de PFNpp y 
de SHN56 0c,33 ,nia  o de IgGisseoc,30min  se observó que el tiempo de formación del coágulo de 
fibrina depende de la cantidad de aCLE (provenientes de los SHN, 30 on  o de las 
IgGS560c, 30 min  ) de manera dosis dependiente. En estos experimentos se partió de una 
dilución 1:1 hasta diluciones 1:1024 de los SHN's56 33 min  y de 678.77 mg/ml hasta 0.66 
mg/ml de las IgGissb-oc, 30 mi, (figura 20). 
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Figura 21. Curva dosis-respuesta que muestra el efecto de la cantidad de aCLE 
sobre el tiempo parcial de tromboplastina activada (TPTa) de PFNpp. Relación 
PFNpp + SHN (n =10); PFNpp + IgG's (n = 5). TPTa del PFN = 41.6 ± 3.30, y 
de las mezclas (VN): PFNpp + PBS =122.0 ± 5.41; PFN + SHN =137.1 t 10.5. 
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Figura 20. Curva dosis-respuesta que muestra el efecto de la cantidad de aCLE 
sobre el tiempo de protrombina (TP) de PFNpp. Relación PFNpp + SHN (n = 10) 
y PFNpp + 'gas (n = 5). TP del PFN =13.3 ± 0.21, y de las mezclas (VN): PFNpp 
+ PBS = 57.3 ± 2.52; PFN + SHN = 58.4 1: 5.90. 
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Como se puede ver én la figura anterior, cuando la cantidad de aCLE (de SHN56 c, 
33 mín  o de IgG's56  oc, rnki) disminuyó, tos fosfolípidos del PFNpp saturaron los sitios de 
reconocimiento de los aFL presentes y éstos mostraron cada vez menos capacidad de 
prolongación del TP (figura 20) y del TPTa (figura 21). No se consideró necesario aumentar 
la proporción de SHN's56 oc, 33 min o de IgGI556,,c, 30 crin, dado que a la dilución de la cual 
partimos (1:1 de los SHN56°C, 30 min o 678.77 mg/ml de las IgGs56.c, 30 ,-nin) el TP y el TPTa del 
PFNpp se prolongó prácticamente hasta el infinito. 
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9.14 Tratamientos que rompen el complejo aCLE-inhibidor. 

La unión del antígeno con el anticuerpo tiene lugar a través de la formación de 
múltiples puentes no covalentes entre el antígeno y los aminoácidos del sitio de" 
combinación del anticuerpo. Aunque las fuerzas de atracción (enlaces de hidrógeno, 
fuerzas electrostáticas, de Van der Waals e hidrófobas) involucradas en estas uniones son 
individualmente débiles, en comparación con las uniones covalentes, la multiplicidad de los 
enlaces conduce a una considerable energía de unión. De este modo, si el antígeno y el 
sitio de combinación son complementarios, habrá suficiente energía de unión para resistir 
la disrupción termodinámica. Pero, si las nubes de electrones del antígeno y el anticuerpo 
se sobreponen, entran en juego fuerzas estéricas repulsivas que son inversamente 
proporcionales a la distancia entre las nubes. Probablemente, estas fuerzas sean vitales 
para . determinar la especificidad de la molécula de anticuerpo frente a un antígeno 
particular y su poder de discriminación entre distintos antígenos; cualquier variación con .  
respecto a la forma complementaria ideal originará un descenso de .1a energía do 
combinación total, por un aumento de las fuerzas de repulsión y una disminuciÓn de las de 
atracción. La unión antígeno-anticuerpo también se ve afectada por las características 
fisicoquímicas de las soluciones en las que se encuentra disuelto el sistema y por factores 

, que alteran la integridad de las moléculas participantes. Es decir, que si el antígeno o el 
anticuerpo son modificados la unión antígeno-anticuerpo se verá también modificada. En 
este sentido, tenemos evidencias que muestran que al desnaturalizar los aCLE con calor 
se libera el inhibidor que los oculta, hasta un punto en el que el anticuerpo se desnaturaliza 
irreversiblemente y pierde la capacidad de reconocer a la cardiolipina cori la que se 
sensibilizaron las placas de micro-ELISA (figura 1). Además de la temperatura, se 
estudiaron otros factores fisicoquímicos y biológicos que rompen la unión aCLE-inhibidor, 
los cuales serán descritos a continuación. 

9.14.1 Incubación y diálisis con amortiguadores hipermolares. 

En un grupo de 10 SHN se estudió el efecto que tienen las concentraciones altas 
de sales sobre el complejo aCLE-inhibidor. Los 10 SHN que se eligieron para estos 
experimentos fueron del grupo de los 100 ,SHN y de los cuales se conocía su 
comportamiento al ser tratados con calor, y dado que su comportamiento era el esperado, 
es decir el tratamiento a 56 °C por 30 minutos liberó los aCLE, los usamos para la siguiente 
serie de expedmentos. • 

Como se mostró en el apartado 9.11, el tratamiento con un amortiguador hipermolar 
(PBS 1.5 M de NaCL) en el líquido de reacción de los aCLE (SHN diluido 1:50 en PBS/SBF 
al 10%) disminuyó el reconocimiento de los fosfolípidos de la placa de micro-ELISA. El 
tiempo que permanecieron los aCLE en el amortiguador hipermolar fue de 1 hora ± 5 
minutos. En el ensayo que a continuación se describe el grupo de sueros fue incubado en 
el amortiguador hipermolar (PBS 1.5 M de NaCL, Glicina 1.5 M o trizma 1.5 M, todos a pH 
7.2-7.4) por 17 horas ± 1 hora. Los sueros disueltos en los diferentes amortiguadores 
hipermolares para ser aplicados a las placas de mico-ELISA se llevaron a su volumen final 
con 10% de SBF. En las placas de micro-ELISA previamente sensibilizadas con CL, se 
aplicaron 200 pi de las muestra por duplicado y se continuó el ensayo de manera estándar 
para los aFL (ver materiales y métodos). Los resultados se muestran en la tabla XV. 

Como se puede ver existe un incremento en el reconocimiento de la cardiolipina en 
la placa de micro-ELISA cuando los sueros son tratados con amortiguadores hipermolares, 
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lo que aparentemente significa que se rompe parte de el complejo aCLE-inhibidor. Sin 
embargo, no todos los complejos aCLE-ihbibidor se rompen puesto que al calentar los 
sueros pre-tratados con los amortiguadores hipermolares se liberan más aCLE que 
reconocen a la cardiolipina. Dado que el complejo antígend-anticuerpo es un sistema , 
dinámico, es decir, que los complejos Ag-Ac se forman y disocian, lo que puede ocurrir es 
que los complejos no muy fuertes se rompen y no se vuelven a unir y son los que 
detectamos en el ELISA para aFL. Con la finalidad de corroborar el punto anterior se 
dializaron los sueros contra volúmenes grandes (4 litros) de los amortiguadores 
hipermolares y se les detectó nuevamente la actividad aCL resultante. El ELISA se corrió 
como se mencionó anteriormente en este mismo apartado. Los resultados se muestran en 
la figura 22. 

Tabla XV 
Efecto de concentraciones altas de sales sobre el complejo 

aCLE-Inhibidor*. 	" 

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS 
HIPERMOLARES (pH 7.2-7.4) 

20 °C 	PBS 	 Glicina 	Trizma 
Muestra 	Control ; • 	NaCL 1.5M y 	r.1.5 M 	1.5M 

1 

• 
* *,1 

	

0.09±0.01 	0.260.07 	0.27±0.03 	0.24±0.02 	1.60±0.08 	1.46±0.12 ,,l,  

	

0.12±0.02 	0.31±0.06 	0.29±0.05 	0.27±0.01 	1.72±0.12 	1.35±0.08 ., o, 	. 

	

0.11±0.01 	0.28±0.05 	0.28±0.07 	0.26±0.03 	1.51±0.09 	1.13±0.13 

	

0.24±0.05 	0.41±0.08 	0.40±0.02 	0.39±0.02 	1.70±0.21 	1.38±0.15 

	

0,10±0.02 	0.26±0.05 	027±0.05 	.0.30±0.01 	1.49t0.09 	1.15±0.11 
6 , . 	0.15±0.03 	0.37±0.08 	0.36±0.06 	0.34±0.05 	1.73±0.20 	1.28±0.26 

r 7 	0.15±0.01 	0.42±0.07 	0.41±0.05 	0.461-0.02 	1.61±0.09 	1.25±0.18 
8 />, 	0.17±0.03 	0.43±0.09 , 	0.42±0.03 	0.47±0.03 	1.81±0.15 	1.33±0.17 

, 9 	: 0.19±0.01 	0.26±0.03 	.0.41±0.07 	0.35±0.01 	1.75±0.11 	1.48±0.15 
,10 	0.13±-0.01 	0.31±0.06 	0.34±0.08 	0.33±0.02 	1.68±0.16 	1.35±0.18 

Pil" 

Media±DE 

t' • 	f: ...: 	1, 	' 

*, Los resultados están expresados en DO4o y son el promedio de dos ensayos. 
t 134.01 vs controles; no hay diferencia estadísticamente significativa entre los tres amortiguadores; p(0.001 vs 
tratados a 56°C; 13(0.01 vs tratados a 56 °C posterior a la incubación con los diferentes amortiguadores. 

Los resultados de la figura 22 muestran como al romperse el equilibrio aCLE 
inhibidor <4 aCLE-inhibidor por la concentración alta de sales de la diálisis, el inhibidor 
aparentemente atraviesa el poro de la membrana y se elimina por dilución, en tanto que el 
anticuerpo permanece en el interior y es detectable mediante el ELISA. 

• , 	. 

• 

-4 

f 

. 9 

0.14±0.04 	0.34±0.07; 	0.35±0.06v 	0.34±0.08; 	1.66±0.10 	1.32±0.12 
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Figura 22. Actividad aCL de los SHN dializados durante 17 ± 1 hr a 4 °C contra 
amortiguadores hipermolares. Los resultados son el promedio de tres 
ensayos. PBS = SHN dializados contra PBS; PBShM = SHN dializados contra 
PBS 1.5 M de NaCL; AGhM = SHN dializados contra amortiguador de glicina 
1.5 M; AThM = SHN dializados contra amortiguador de trizmal.5 M. 00405.., 
de los SHN sin tratar = 0.17±0.07; DO405,,n, de los SHNurc, :),,,i,=1.715± 0.24. 

, 
• , 	 • 

• 

• , 	 •I• • • 	 • 	.. • , 
Cuando los sueros se dializaron durante 17 horas contra PBS no se observó 

-diferencia significativa al compararse con los sueros no tratados (control). La diálisis de los 
sueros contra amortiguadores hipermolares liberó" mayor cantidad de aCLE que cuando 
sólo se trataron los sueros con los amortiguadores hipenotares pero sin diálisis (p<0.01 vs 

▪ controles). No se observó diferencia significativa entre los tres amortiguadores. El 
tratamiento de los sueros a 56 °C "liberó" relativamente mayor cantidad de aCLE que la 
diálisis con amortiguadores hipemiolares (p<0.01). Es evidente que los aCLE son una 
familia de autoanticuerpos de origen policlonal que muestran diferentes afinidades por su 
inhibidor, como se pudo constatar con los resultados anteriores, en los que se observó la 
"liberación" de los aCLE por el contacto con amortiguadores hipermolares, el incremento 
fue mayor cuando se dializó contra dichos amortiguadores y aparentemente alcanzó su 
máximo de liberación cuando los sueros son tratados con calor. Lo anterior muestra la 
gama de afinidades que tienen los aCLE. 	: . 

= 
. 

9.1 4.2 Incubación y diálisis con amortiguadores de pH bajo. 

Uno de los principios en los que se fundamentán las técnicas inmunológicas de 
purificación de antígenos, es que los anticuerpos al desnaturalizarse sueltan o liberan a su 
antígeno. Los procesos de desnaturalización son tratamientos que modifican (en forma 
reversible) la estructura terciaria de las inmunoglobulinas yfo del antígeno. Algunos de los 
métodos de desnaturalización más empleados son: 1) temperaturas relativamente altas; 2) 
concentraciones altas de sales y 3) pH's bajos. A continuación presentamos los resultados 
de los experimentos que se hicieron para estudiar el efecto del pH sobre el complejo aCLE-
Inhibidor en los sueros humanos normales. 

Se estudiaron 10 SHN de lá siguiente manera: se diluyeron 1:1 en soluciones 
amortiguadoras (Tris-HCL y PBS) ajustadas a pH's entre 6.0 y 1.0, con variaciones de una 
unidad. Después de 17 horas de incubación se neutralizó el pH (7.2-7.4) y se detectó la 
actividad aCL mediante el ELISA estándar. Los resultados se muestran en la tabla XVI. 

A pH's entre 6 y 4 no se observó diferencia significativa con respecto a los sueros 
sin tratar, pero al incubar los sueros con amortiguadores de pH = 3 se liberaron los aCLE, 
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fenómeno que fue más evidente a pH = 2. Aparentemente a pH's entre 6 y 4 no se 
liberaron los aCLE de su inhibidor, mientras que a pH's de 3 y 2 el complejo se rompe y el 
inhibidor se modifica porque ya no muestra la capacidad de ocultar a los aCLE. Lo que 
puede estar ocurriendo es que tanto los anticuerpos como el inhibidor se desnaturalizaron, 
a pH's de 3 y 2, al neutralizar el pH los aCLE regresaron a su conformación original y poé 
tanto recuperaron su capacidad de reconocer fosfolípidos, en tanto que el inhibidor se 
modificó de tal forma que perdió su capacidad de ocultar a los aCLE. La diálisis contra 
amortiguadores de pH = 1, aparentemente desnaturalizó de manera irreversible a los aCLE 
pues se perdió totalmente la actividad aCL (D0405  = 0.09±0.06) que no fue detectable en 
ninguno de los SHN. 

Tabla XVI 
Efecto del pN sobre el complejo aCLE-inhibidor.. 

pH DE LAS SOLUCIONES AMORTIGUADORAS (PBS Y TRIS-HCL) 
pH 7 

. Muestra 	Control 

1 « 	0.13±0.06 
2 	0.15±0.07 
3 	0.11±0.03 
'4 	0.09±0.07 
5 	0.16±0.08 
6 	0.13±0.06 
7 	0.09±0.02 
8 	0.18±0.06 
9 	0.15±0.03 
10 	0.17±0.05 

Media±DE 	0.14±0.03 

6 5 4 . 	3 

0.18±0.04 0.16±0.07 0.19±0.09 0.31±0.11 ' 1.15±0.21 
0.19±0.09 0.23±0.11 0.22±0.13 0.41±0.15 1.36±0.30 
0.15±0.08 0.25±0.08 0.21±0.18 0.46±0.20 1.47±0.26 
0.17±0.07 021±0.12 0.18±0.08 0.26±0.09 1.27±0.26 
0.19±0.09 
0.21±0.10 • 

0.24±0.13 
0.12E3.08 

0.21±0.17 
0.18±0.07 

0.37±0.21 
0.38±0.17 

1.39±0.23 
1.42±0.37 

0.23±0.09 0.17±0.07 . 0.23±0.11 0.54E/10 1.67±0.42 
0.16±0.10 0.27±0.12 0.26±0.15 0.37±0.12 1.45±0.36 
0.18±0.06 0.21±0.15 0.18t0.10 0.40±0.15 1.54±0.46 
0.15±0.07 0.19±0.09 0.22±0.13 0.42±0.17 1.78±0.38 

0.1810.021  0.20±0.041  0.21±0.031  0.39E1081  1.45±0.188  

• Los resultados están expresados en DO4osnm y son el promedio de dos ensayos. 
*NS vs control; no hay diferencia estadísticamente significativa en el tratamiento con pH 6, 5 y 4 vs control. 

p < 0.001 vs control. 
§ p < 0.001 vs controles; p < 0.001 vs incubados a pH = 2. 
Al diluir en soluciones amortiguadoras de pH =1 las D4405" observadas fueron de 0.09 ± 0.06. 

En general la desnaturalización de los anticuerpos y por ende la pérdida de la 
capacidad de unirse al antígeno, ocurre a pH's entre 5 y 2. Los aCLE liberaron al inhibidor 
aparentemente hasta pH's de 3 y 2, es posible que a pH's de 5 y 4 tanto el anticuerpo 
como el inhibidor se desnaturalicen en forma reversible y queden libres, de esta manera al 
neutralizar el pH pudo formarse nuevamente el complejo. Para probar lo anterior se dializó 
cada uno de los sueros en forma independiente contra PBS y Tris-HCL a diferentes pH's (7 
a 1), durante 17 horas aproximadamente y se determinó la actividad aCL resultante de 
dicho tratamiento. Los resultados se muestran en la figura 23. Como se puede ver en la 
figura, el tratamiento de los SHN con amortiguadores de pH bajo positivizó aCL que 
previamente eran negativos. Al dializar contra amortiguadores de pH = 6 se observó un 
incremento en la liberación de los aCLE (significativo vs control; p<0.01), que fue en 
aumento hasta alcanzar un máximo al dializar los sueros contra amortiguadores de pH = 2. 
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Figura 23. Actividad aCL de los 10 SHN dializados durante 17 ± 1 hr a 4 °C contra 
amortiguadores de pH's bajos (PBS y Tris-HCL). Los resultados son el promedio 
de dos ensayos. D0405Arn  de los SHN sin tratar = 015 ± 0.08; D0405,,„, de los 
SHN5ev, 30min = 1.57± 0.23. 

Los resultados confirman nuestra hipótesis con respecto a que existe una 
disociación del complejo aCLE-inhibidor, con tratamientos desnaturalizantes no "drásticos". 
Se demostró también que pH's de 2 y 3 rompen el complejo aCLE-inhibidor y modifican al 
inhibidor de tal forma que no recupera la conformación tridimensional que es reconocida 
por los aCLE. Las diálisis contra las soluciones amortiguadoras de pH = 1, desnaturalizaron 
a los aCLE de forma irreversible, pues perdieron totalmente su capacidad de reconocer a la 
cardiolipina en las placas de micro-EL1SA. Los experimentos anteriores permitieron conocer 
las características fisicoquímicas de la unión aCLE-inhibidor y fueron de mucha ayuda para 
separar a los aCLE de su inhibidor sin dañar a este último. 

• Los resultados de los experimentos que presentamos a continuación sugerían que 
el tamaño del inhibidor era menor a 1200 Kd, pues aparentemente atravezó las bolsas de 
diálisis de celulosatenzoilada que tienen un tamaño de poro promedio de 1200 Kd. Para 
estos ensayos estudiamos los mismos 10 SHN de los experimentos anteriores. Cada suero 
se dializó en forma independiente contra PBS y Tris-HCL a diferentes pH's (7 a 1), la 
diálisis se hizo durante 17 horas aproximadamente a 4 °C y se determinó al finalizar ésta, la 
actividad aCL resultante del tratamiento (Figura 24). 

Los resultados presentados en la figura 24 reproducen la liberación de aCLE al 
dializar los sueros contra los amortiguadores de pH's entre 7 y 1 en bolsas de diálisis de 
tamaño de poro promedio de 12 a 14 000 Kd. Como se puede ver a pH = 6 se observó un 
incremento en la liberación de los aCLE (fue significativo cuando se comparó con los 
controles; p<0.01), que fue en aumento hasta alcanzar un máximo al dializar contra 
amortiguadores de pH = 2. Las diálisis en amortiguadores de pH's de 2 y 3 disociaron al 
complejo aCLE-inhibidor y modificaron al inhibidor de tal forma que no recuperó la 
conformación tridimensional que es reconocida por los aCLE. La diálisis contra las 
soluciones amortiguadoras de pH = 1, desnaturalizó tanto al inhibidor como a los aCLE de 
forma irreversible, pues el tratamiento les hizo perder, a los aCLE, su capacidad de 
reconocer a la cardiolipina en las placas de micro-ELISA. 
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Figura 24. Actividad aCL de 10 SHN dializados en bolsa de diálisis de celulosa 
benzoilada (tamaño de poro promedio de 12001<d) durante 17 ± 1 hr a 4 °C 
contra amortiguadores de pH's bajos (PBS y Tris-fiCL) . Los resultados son el 
promedio de dos ensayos. DO405,,,,, de los SHN sin tratar = 0.17 ± 0.06; 
D0405,rt, de los SHNserc,3cimin = 1.62± 0.31. 

Con el inhibidor y los aCLE separados sin modificarse irreversiblemente, se tenía la 
-estrategia de purificación y caracterización del inhibidor, las cuales se describen 
posteriormente. 

9.14.3 Tratamiento de los SHN con fosfolipasas. 

Aparentemente el inhibidor termolábil que oculta a los aCLE es una molécula 
pequeña de peso molecular menor a 1200 Kd, como lo sugieren los resultados del 
apartado anterior. Sabemos además que los aCLE tienen reactividad sólo contra 
fosfolípidos, evidencias que indican que el inhibidor puede ser un fosfolípido. Para probar 
ésto, se trataron los SHN con fosfolipasas Az E, C y D y se midió la actividad aCL 
resultante de las digestiones. 

En los fosfolípidos, conocidos también como fosfátidos o fosfoglicéridos, uno de los 
grupos hidroxilo primarios de la glicerina se encuentra esterificado por el ácido fosfórico y 
los otros dos por ácidos grasos. Los fosfolípidos pueden ser hidrolizados por tratamientos 
con cambios suaves de pH, de tal forma que el producto de la hidrólisis son ácidos grasos 
en forma de jabones y el esqueleto de la molécula constituido por la glicerina-ácido 
fosfórico-alcohol queda inalterado. La hidrólisis de la molécula con cambios drásticos del 
pH origina la liberación de ambos ácidos grasos y del alcohol de cabeza polar. Puesto que 
el enlace entre el ácido fosfórico y la glicerina es relativamente estable a la hidrólisis 
alcalina, el producto de la hidrólisis es el fosfato de glicerilo, que puede escindirse mediante 
hidrólisis ácida, lo cual podría explicar que el tratamiento con amortiguadores de pH bajo 
modifiquen irreversiblemente al inhibidor termolábil dejando libre a los aCLE. 

Los fosfoglicéridos también pueden ser hidrolizados por la acción de fosfolipasas 
específicas. La fosfolipasa Al  separa, de' modo específico, el ácido graso de la posición 1, y 
la fosfolipasa Az, el de la posición 2 (Figura 25). La fosfolipasa e, que es una mezcla de las 
fosfolipasas Al  y Az efectúa la separación sucesiva de los dos ácidos grasos de los 
fosfoglicéridos. La fosfolipasa C hidroliza el enlace entre el ácido fosfórico y la glicerina, 
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mientras que la fosfolipasa D elimina al grupo de cabeza polar, dejando al ácido fosfórico 
libre. Los fosfolípidos al igual que otros lípidos complejos, se pueden separar e identifican 
con facilidad por cromatografía en capa fina, técnica que nos permitió aislar y caracterizar 
al inhibidor. 

Falifellpeasa Al 

H 2 CIO 	-R 

R 2-C4-0 C H 

Fosiellow3a C I 

o - 
• 

• Figura 25. Representación esquemática de la molécula de fosfatidlicolina. Las flechas muestran muestran los 
puntos de corte de las fosfolipasas específicas, R1  y R2 = ácidos grasos. La fosfolipasa 8 es una mezcla de las 
fosfolipasas Al y A2, efectúa la liberación sucesiva de los dos ácidos grasos de los fosfolipidos. 

F•sra111•26.2,A2 

11 	 FerJelieasa 

H 2C Oí-PIO C H2C FI2N+(C F13)3 

Los 10 SHN que hemos estudiado en los últimos apartados fueron digeridos con las 
fosfolipasas A2, B, C y D, teniendo en cuenta que: tanto en el suero humano como en el 
suero bovino fetal existen inhibidores de las fosfolipasas, razón por la cual los SHN's se 
diluyeron 1:20 en PBS y se les agregó una concentración alta de fosfolipasas (tabla XVII), 
Los SHN se digirieron por 17 ± 1.0 hr. a diferentes pH's y temperaturas, de acuerdo a las 
condiciones óptimas de acción de cada fosfolipasa (ver tabla XVII). La cantidad de 
fosfolipasa empleada para las digestiones fue de 10 unidades de cada una, para cada 
suero. Para la fosfolipasa D su capacidad máxima de acción es a pH .= 5.6, corno 
mostramos en el apartado anterior a este pH los aCLE se separan de su inhibidor de 
manera reversible sin modificar al inhibidor y al neutralizar el pH (7.2-7.4) el complejo se 
forma nuevamente. Es importante subrayar que una vez terminadas las digestiones, se 
neutralizó el pH de las mezclas, se diluyeron en PBS con 10 % de suero bovino fetal (para 
inhibir el efecto de las fosfolipasas) y se determinó la actividad aCL resultante del 
tratamiento. La casa comercial que extrajo las fosfolipasas (SIGMA) proporcionó entre otra, 
la siguiente información que creemos conveniente citar una unidad de fosfolipasa A2 
hidroliza a pH = 8.9 y 25 °C, 1.0 pmol/min de L-a-fosfatidilcolina y produce L-a-
lisofosfatidílcolina más ácidos grasos; una unidad de fosfolipasa B produce a pH = 8.0 y 37 
°C, 1.0 pmol/min de glicerolfosforilcolina a partir de L-a-lisofosfatidilcolina de yema de 
huevo; una unidad de fosfolipasa C produce a pH = 7.3 y 37 °C, 1.0 prnol de fósforo 
orgánico soluble en agua a partir de L-a-lisofosfatidílcolina de yema de huevo; y una unidad 
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de fosfolipasa D produce a pH = 5.6 y 30 °C, 1.0 pmol/hr de colina a partir de L-a-
lisofosfatidílcolina de yema de huevo. 

un 4
1'  

Tabla XVII 
FOSFOLIPASAS UTILIZADAS PARA LA DIGESTION DE LOS SHN. 

ORIGEN, CONDICIONES DE pH Y TEMPERATURA DE MAXIMA ACCION. 

TEMPERATURA CONCENTRACION 

	

FOSFOLIPASAS ORIGEN pH 	(°C) 	 (UI)  	 

A2 	Veneno de 	8.9 
	

25 
	

10 
'abeja . 

Apis mellifera 

Especies 	8.0 	37 	 10 
- de vibrio • 

• C :37 	 10 Tipo IV 	.7.3 
C. perfringens 

(C. 	' • 

Tipolll 	5.6 ' 	- 30 
• Cacahuate 

„ 

Los resultados de las digestiones se muestran en la tabla XVIII, el análisis 
estadístico para comparar el efecto de las fosfolipasas se hizo mediante la prueba t de 
student, y en los casos en los que una o más de las premisas para la prueba t no se 
cumplieron se usó la prueba U de Mann-Whitney. Las digestiones con fosfolipasa A2 no 
incrementaron la actividad aCL de los SHN, es decir que la liberación de los ácidos grasos 
en la posición 2 de la molécula del inhibidor no modifica la unión aCLE-inhibidor, en tanto 
que el tratamiento con la fosfolipasa B si incremento dicha actividad, lo cual sugiere que la 
unión de los aCLE con su inhibidor depende de que este último esté completo, que no se 
altere el ácido graso de la posición 1. Al digerir los sueros con la fosfolipasa C se observó el 
máximo incremento en la actividad aCL, lo que muestra que la unión de los aCLE con su 
inhibidor depende principalmente del grupo fosfato y en menor proporción de la cabeza 
polar del fosfolípido, hecho que se corrobora con la digestión con la fosfolipasa D, en la 
que al liberarse la cabeza polar del foSfolípido existe un incremento en la actividad aCL 
proporcionalmente menor a la digestión con fosfolipasa C. En conjunto, se puede concluir 
que ésta es una evidencia más que apoya el origen fosfolipídico del inhibidor termolábil que 
oculta a los aCLE. 
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Tabla XVIII 
Digestión de 10 SHN con fosfolipasas especificas*. 

Actividad aCL 	Actividad aCL 
(Daos ) 	(00405) 	tratamiento a 

FOSFOLIPASAS 	antes de la 	después de la 56 °C1 30 min. 	valor de Pv  
digestión 	digestión 

A2 0.09±0.06 0.08±0.03 1.85±0,26 NS • 

B 0.14±0.08 0.45±0.14 1.06±0.18 <0.01 

C 0.07±0.06 0.84±0.17 1.24±0.31 <0.01 

0 0.08±0.05 0.37±0.05 0.98±0.23 <0.01 

* Los resultados son el promedio de un ensayo. 
Valores de P para la prueba t de student. Digeridos vs no digeridos, 

. 	y 	 5 	• 
Es importante determinar si las fosfolipasas no modificaron a la cardiolipina en las 

condiciones en las que sé aplicaron a las placaá de microELISA sensibilizadas, para 
determinar la actividad aCL de los sueros digeridos. Para esto se aplicaron 10 Unidades de 
cada fosfolipasa pdr triplicado a placas de microELISA sensibilizadas con CL, se incubó en 
las condiciones de temperatura y pH óptimas para cada una y se probó un SHN56  oc.30 mina  

cuya actividad aCL era conocida. Por otro lado, se diluyeron 10 Unidades de cada 
fosfolipasa, igual por triplicado, en PBS/suero bovino fetal al 10% a pH = 7.2 y a 
temperatura ambiente, después del tiempo de digestión, se lavó y se aplicó el SHN56 0c, 30  min. 

control. Los ELISAs se corrieron de manera convencional. Los resultados se presentan en 
la tabla XIX. 

Tabla XIX 
Efecto de las fosfolipasas sobre la cardiolipina en las 

placas de microELlSA#. 

Fosfolipasas 
DO405  

SBF al 10% 
D0405  

sin SBF 

A2 1.715 ± 0.21 1.380 ± 0.25 

B 1.823 ± 0.23 0.705 ± 0,18 

C 1.894 ± 0.18 0.375 ± 0.23 

D 1.816 ± 0.28 • 0,875 ± 0.27 

# Los resultados son el promedio de triplicados. 
D0405~  del SHN = 0.057± 0,035. 
004050m del SHN55scb 2ornin, = 1.834 ± 0.18. 
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La tabla XIX muestra el efecto de las fosfolipasas sobre la CL pegada a la placa de 
microELISA. Como se puede ver, cuando se diluyeron las fosfolipasas con SBF al 10 %, se 
inactivaron por los inhibidores del SBF y dejaron integras las moléculas de CL que fueron 
reconocidas por el suero control. No obstante, al tratar las placas sensibilizadas con las 
fosfolipasas en las condiciones óptimas de temperatura y pH para estas, se observó que lai  
fosfolipasa A2, o no modifica al fosfolípido o los aCLE reconocen a la parte que no fue 
modificada (grupo fosfato, esqueleto del glicerol y cabeza polar). Las digestiones con la 
fosfolipasa B corroboran lo anterior. 	 L 

En la digestión con la fosfolipasa C, con la que se elimina la cabeza polar junto con 
el fosfato, se observó una disminución ciara del reconocimiento de la CL por los aCLE del 
suero control. Finalmente, la digestión con la fosfolipasa O, mostró también una 
disminución del reconocimiento de la CL por los aCLE pero no tan notable como el de la 
digestión con fosfolipasa C. Los resultados de estos ensayos corroboran el efecto de las 
fosfolipasas sobre el inhibidor cuando esta formando el complejo aCLE-inhibidor. 

9.15 Caracterización del factor termolábil que oculta a los aCLE. 

'Desde el principio del trabajo tuvimos evidencias que sugerían que el inhibidor de 
los aCLE podía ser un fosfolípido, como se mostró en los estudios de inhibición de la 
actividad aCL con micelas de fosfolípido. Esta primera evidencia tomó más fuerza al tratar 
las micelas de fosfolipido a 56 °C durante 30 minutos y observar que perdían 
completamente su capacidad de inhibir la actividad aCL de los aCLE. En algún momento 
se pensó que el inhibidor podía ser la 152GP-I como lo propusieron McIntyre y 
colaboradores169, sin embargo, nuestros experimentos demostraron fehacientémente que 
el cofactor de los aFL autoinmunes no es el inhibidor de los aCLE presentes en el suero de 
sujetos clínicamente sanos. En punto 9.11 se presentaron los resultados que muestran que 
los aCLE son oligorreactivos pues sólo reconocen fosfolípidos tanto de carga neutra 
(fosfatidílcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina) como aniónicos (Cardiolipina, 
fosfatidilserina,, fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol), lo que constituyó una evidencia más de 
que el inhibidor de los aCLE sólo podía ser un fosfolípidos. El inhibidor termolábil 
aparentemente atravesó una membrana de diálisis de tamaño de poro promedio de 12 000 
a 14 000 Kd, y aun más, aparentemente atravesó una membrana de diálisis de tamaño de 
poro promedio de 1200 Kd lo que sugirió que el inhibidor podía ser una molécula muy 
pequeña. La evidenda más fuerte, del origen fosfolipídico del inhibidor, fue la liberación de 
los aCLE mediante digestiones con fosfolipasas, con lo que el camino para la 
caracterización del inhibidor que oculta a los aCLE estaba ya trazado, solo restaba definir la 
estrategia a seguir. En este sentido, se sabía que el complejo aCLE-inhibidor se disociaba 
sin modificarse irreversiblemente ninguno de los dos componentes, con diálisis a pF1's de 3 
a 4. Utilizando este sistema nos dimos a la tarea de dializar 10 SHN contra amortiguador de 
Tris-HCL 1.5 M pH = 4, en bolsas de diálisis de celulosa benzoilada (tamaño .de poro 
promedio de 1200 Kd) durante 17±1 hora a 4°C. Terminada la diálisis, se comprobó que la 
actividad aCL de los 10 SHN hubiera aumentado (aumentó de 0.125±0.08 D0405«,, a 
0.912±0.231 DO 4054w). El siguiente paso fue buscar el inhibidor en el líquido de diálisis, para 
lo cual hicimos extracciones con cloroformo, evaporamos el solvente hasta 200 pl 
aproximadamente y analizamos por cromatografía de capa fina en placas del sílica gel H 
(Meré) con el sistema de solventes cloroformo-metanol-agua en proporción 65-25-4 
respectivamente. Los resultados no fueron positivos pues no se encontró al fosfolipido. La 
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conclusión a la que llegamos fue que si el o los fosfolípidos no se encontraban dentro de la 
bolsa, ni en el líquido de diálisis, debían estar pegados a la bolsa de celulosa benzoilada. 
Por lo que se lavaron exhaustivamente las bolsas de diálisis con doroformo-metanol en 
proporción 65-25 respectivamente, se evaporó el solvente hasta 0.5 ml y se analizó,. 
nuevamente por cromatografía en capa fina. Los resultados se muestran en la figura 9. Se 
determinó además, la presencia de proteínas por el método de Lowryl" y en geles de 
PAG E165 1 1661  todas las determinaciones fueron negativas (sensibilidad del método de Lowry 
= 2 pgr). Los resultados de la cromatografía en capa fina se muestran en la figura 26. 

11111111/ 	 • 

	 2 
	

C(-) 
	

4 	5 	6 	7 . C(-) M 

 

Figura 26. identificación de los fosfolipidos extraídos de las bolsas de 
de diálisis de nitrocelulosa benzoilada. Los controles fueron fosfolípidos puros 

• de SIGMA y se aplicaron 20 pg de cada uno en una sola aplicación. A. Fosfolipi-
dos neutros: 1 = Fosfatidlicolina; 2 = Fosfatidiletanolamina y 3 = Esfingomielina. 
E. Fosfolipiclos anlónicos: 4 = cardiolipina; 5 = Fosfatidlisedna; 6 = Fosfatidll-
glicerol y 7 = Fosfatidílinositol. Para A y E: C (-) = Concentrado de los lavados 
con cloroformo-metanol de bolsas de diálisis nuevas; M = Concentrado del extraer 
to doroforrno-metanólico de la bolsa de diálisis de un los SHN. 

La figura 26 muestra los resultados de un ensayo en el que se identificó a los 
fosfolípidos que se pegaron a la membrana de diálisis de nitrocelulosa benzoilada, después 
de dializar un SHN contra Tris-HCL 1.5 M pH = 4. En el cromatograma se encontró 
identidad con FTC y FÍE de los fosfolípidos neutros; FTS y FTG de los fosfolípidos 
aniónicos, como lo muestran los Rf que son una medida de dicha identidad. En 1941 Martin 
y Syngel" demostraron que los solutos cuando se desplazan sobre una superficie inerte, lo 
hacen más lentamente que el disolvente puro. Bajo condiciones determinadas, la velocidad 
del soluto es característica y se distingüe por sus valores de Rf. El cálculo del Rr  se hace de 
acuerdo a la siguiente fórmula: 
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velocidad de migración del soluto 

velocidad de migración del solvente 

Con la fórmula anterior se calcularon los Rr de los fosfolípidos eluidos de las bolsas 
de diálisis de los 10 SHN y se encontró una distribución homogénea. Los resultados se 
muestran en la tabla XX. 

Tabla XX 
R1 de los fosfolípidos extraídos de las bolsas de diálisis 

de nitrocelulosa benzoilada. 

4, 	4. 	1 

e 

MUESTRA FTC 	FTE • EM 	CL 	FTS 	FTG 	FTI 

L 
L 

44444... 

FL puros 	0.25 	0.72 	0.12 	0.57 	0.28 

SHN 	0.25 	0.75 	••••••••1 	 •••••••••• 

	

0.28 
SHN 2 	0.26 	0,76 	•••P••••• 

	

0.27 
SHN 3 	0.25 	0.73 	 1.11•1•••• 

	

0.29 
SHN 4 	0.25 	0.72 

	
11•111.• 	 opm•••• 

	

0.29 
SHN 5 	0.26 	0.71 

	
4111.1..1. 	 ~Mal. 

	

0.28 
SHN 6 	0.24 	0.72 

	
0.28 

SHN 7 	0.25 	0.73 
	

114•444441 

	

0.28 
SHN 8 	0.25 	0.72 

	
41410.1444. 
	

0.29 
SHN 9 	0.26 	0.73 

	
1114.1141144 
	

0.29 
SHN 10 	0.24 	0.72 

	
0.27  

0.50 
	

0.30 

0.49 
	

4441.4444 

0.50 
1.1.11.1.11•• 

11•11.111 	 41.1.41.141 

0.50 

•••••••• 

0.50 

Para comprobar que los fosfolípidos extraídos de las bolsas de diálisis son 
reconocidos por los aCLE de donde se liberaron, se sensibilizaron placas de micra ELISA 
con el extracto clorofomo-metanólico de los SHN 1, 2, 3, 4 y 5. Los blancos de este ensayo 
fueron pozos sensibilizados con los lavados de cloroformo-metanol (65-25 VN) de bolsas 
de diálisis de celulosa benzoilada nuevas. El ensayo se corrió de manera estándar. En las 
placas de micxoELISA se probaron SHN con sus extractos autólogos y con tos extractos 
heterólogos. Se probaron además las •5 IgG's561c, 30 mil, (concentración final = 678.77 mg/m1). 
Los resultados se muestran en la tabla XXI. 

Mi) 
91.11 	1..}P31.10TECA 
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Tabla XXI 
Reactividad de los aCLE contra los fosfolípidos de los extractos (autólogos o 
heterólogos) de cloroformo-metanol de las bolsas de celulosa benzoilada*. 

Placas sensibilizadas con los fosfolípidos extraídos con cloroformo-n'ietanoí de las 
las bolsas de diálisis de los sueros: 

MUESTRA 
Blanco 

Cloroformo/ 
Metano! 

SHN 1 SHN 2 SHN 3 SHN 4 SHN 5 

SHN 1 0.0810.06 0.60±0.18 0.59±0.16 0.63±0.10 0.61±0.16 0.59±0.17 
SHN 2 0.0610.01 0.52±0.12 0.61±0.20 0.63±0.13 0.63±0.17 0.57±0.16 
SHN 3 0.08±0.07 0.73±0.17 0.77±0.18 0.67±0.18 0.72±0.19 0.61±0.18 
SHN 4 0.11±0.05 0.85±0.17 0.72±0.15 0.76±0.13 0.74±-0.20 0.67±-0.18 
SHN 5 0.07±0.06 0.69±0.16 0.67±0.17 0.76±0.12 0.53±0.16 0.67±0.12 

... 	,...... 	• 	• 
IgG56  1 0.07±0.06 0.48±0.06 0.58±0.15 0.58±0.17 0.47±0.15 0.57±0.16 
IgG55  2 0.04±0.03 0.61±0.17 0.69±0.17 - 0.47±-0.18 0.57±0.16 • 0.66±0.17 
IgGm 3 0.09±0.05 s0.43±0.12 0.38±0.09 0.47±0.14 0.46±0.15 .0.47±0.18 
IgG56  4 0.06±0.03 0.581019 . 	0.66±0.17 0.57±0.18 . 0.60±0.19 - ., 0.57±0.18 

-IgG56  5 0.09±0.07 0.66±0,17 0.58±0.12 0.57±0.17 . 0.681.0.17 * 0.66±0.13 

* Los resultados están expresados en DOS,„ y son el promedio de duplicados. 

Como se puede ver en la tabla XXI, los aCLE liberados de los SHNdial  reconocieron 
los fosfolípidos eluídos de la membrana de diálisis de celulosa benzoilada. El 
reconocimiento es tanto autólogo como heterólogo, un mismo suero. tiene prácticamente el 
mismo patrón de reactividad contra los diferentes extractos. En cuanto a las IgG's56  cc, 30 mín 

purificadas, se observó un patrón de reconocimiento similar, las cinco reconocieron los 
extracto heterólogos. 

Con los extractos de los sueros SHN 6, 7, 8, 9 y 10, se inhibieron los sueros 
autólogos de donde provenían (SHNdiai). Los extractos cloroformo-metanólicos se 
evaporaron hasta sequedad con nitrógeno gas en tubos eppendorf y se adicionaron 100 pi 
de PBS + 10 pi de PBS Tween 20 al 0.5%. Se homogeneizaron durante 20 minutos (en un 
Vortex) y se mezclaron con 100 pl de SHNdiai autólogo. La mezcla de inhibición se incubó 
durante 1 hora a 37 °C y toda la noche a 4 °C con agitación. Los controles del experimento 
se detallan a continuación: 

Control (-) = 100 pi de SHNdial + 100 pi de PBS + 10 pi de PBS/Tween 20 al 
0.5%. 

Control (+) = SHN (6, 7, 81 9 y 10) tratados a 56 °C durante 30 min. 

Ambos controles se incubaron a 37 °C durante 1 hora y toda la noche a 4 °C con 
agitación. Todas las muestras y controles se llevaron a una dilución final de 1:50 (ensayo 
estándar). Los resultados se muestran en la figura 27. 
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■ DIAL-INHIE 

11156°C, 

7 	9 	9 	lo 

SUEROS HUMANOS NORMALES 

Figura 27. Actividad aCL liberada por la diálisis contra amortiguador de 
Tris-HCL pH = 3. durante 17 ± 1 h a 4 °C e inhibida con tos extractos clorofor-
mo-rnetanólicos autólogos (5 SHN). Los resultados son el promedio de tripli-
cados del ensayo de ELISA estándar aCL. Las D0406„„, de los 5 SHN sin 
tratar fueron: 0.11±0.05. DIAL = SHN dializados. DIAL-INHJE = SHN dializados 
e inhibidos con el extracto cloroformo-metanólico autálogo. 56°C, 30' = SHN 
tratados a 56 °C durante 30 minutos. 

Como se puede ver en la figura anterior, los fosfolípidos extraídos de las 
membranas de diálisis de celulosa benzoilada, inhiben la actividad aCL liberada por la 
diálisis contra el amortiguador de Tris-HCL 1.5 M de pH = 4. Con los experimentos 
anteriores se comprobó que el inhibidor termotábil que oculta a los anticuerpos anti-
cardiolipina escondidos son los fosfolípidos neutros fosfatidílcolina, fosfatidlietanol-amina y 
los fosfolípidos aniónicos fosfatidílserina y fosfatidilglicerol. 

L 
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Los aFL son autoanticuerpos que se pueden detectar por ensayos inmuno-
enzimáticos en los que los fosfolípidos cargados negativamente, cardiolipina 
principalmente, son usados como antigeno53' 116' 174. Recientemente, se encontró que la 
(12glicoproteinal es un factor necesario para la detección in vitro de los aCL de pacientes 
enfermedades autoinmunes como el LEG y el SaFP13°"132. Los aCL de los pacientes con 
enfermedades infecciosas (que raramente tienen trombosis) reconocen a la CL en 
ausencia de r12GP-l. La diferencia en el requerimiento de la R2GP-1 entre los aFL de los 
pacientes con enfermedades autoinmunes y los aFL de pacientes con enfermedades 
infecciosas permitió a Matsuura y colaboradores137  clasificar a los aFL en dos grupos: los 
aFL autoinmunes que requieren de la B2GP-.1 para su detección in vitro, se encuentran 
presentes en pacientes con enfermedades autoinmunes y se asocian a ciertas 
manifestaciones clínicas como trombosis, trombocitopenia, pérdida fetal recurrente, etc. El 
segundo grupo, es el de los aFL no autoinmunes, no requieren de la R2GP-1 para su 
detección in vitro, se encuentran presentes en pacientes con infecciones como sífilis y no 
se asocian a manifestaciones clínicas. Según lo anterior, los aFL autoinmunes están 
reconociendo el complejo r12dP-l-fosfolípido y los no autoinmunes reconocen al fosfolipido 
propiamente dicholas• 

En 1989 Cheng y colaboradores demostraron que la inactivación de sueros 
normales (56 °C durante 30 minutos), descubre aCL de isotipo lgG que previamente eran 
negativos, tanto en los sueros de pacientes con LEG y sífilis como en los de sujetos 
sanos/ 54. 

Recientemente demostramos que los aCLE de sujetos clínicamente sanos, no son 
dependientes de la fl2GP-1 para su detección in vitro175. En este sentido, los aCLE pueden 
clasificarse como a aFL no patogénicos de acuerdo a lo reportado por Matsuura137. En 
1992 H. M. Cheng y colaboradores176  y en 1993 Mcintyre y colaboradores169  reportaron que 
la II2GP-1 inhibe parcialmente la detección de los aCLE presentes en el suero de sujetos 
clínicamente sanos, pero nosotros no encontramos evidencias claras de ello, por el 
contrario, nuestros resultados mostraron que la actividad aCL de los aCLE de los sujetos 
sanos no se altera pór la presencia o ausencia de la (12GP-l17 . En otra .comunicación 
mostramos que los pacientes con SaFP tienen, además de los aCL nativos dependientes 
de R2GP-llri, dos poblaciones más de aFL que son: aCL ocultos (aCLE) dependientes e 
independientes de la 132GP-1 para su detección in vitro. 

Se desconoce si los aCL nativos u ocultos dependientes de il2GP-1 y su contraparte 
independientes del cofactor tienen el mismo origen, y si los aCL no escondidos 
independientes de la 212GP-1 derivan de autoanticuerpos naturales que sufrieron mutación 
somática inducida por antígeno, como lo sugiere el hecho de que sean de clase lgG. Los 
estudios moleculares de las regiones VH de los aCL no escondidos patogénicos e 
infecciosos y de los aCLE pueden proporcionar información acerca del origen y maduración 
de estos autoanticuerpos. 

Estamos candentes de que no existen condiciones fisiológicas in vivo que semejen 
la liberación por calor de los aCLE ip vitro, sin embargo, el fenómeno existe y requiere 
explicación. Las características de los aCLE pueden ayudamos a explicar el origen de los 
aFL: patogénicos en humanos, pues como se mostró el fenómeno cruza la barrera 
filogenética, hecho que sugiere la importancia de los aCLE en el sistema inmune. Los 
estudios en ratones revelaron que los aCLE murinos tienen las mismas características de 
reactividad y dependencia de i32GP-1 que los aCLE presentes en los sujetos clínicamente 
sanos. 
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La reactividad de los aCLE no es específica, pues reconocen tanto fosfolípidos 
aniónicos como neutros, sin embargo, su polirreactividad se restringe a un grupo pequeño 
de antígenos todos ellos fosfolípidos. El reconocimiento de estructuras tan ubicuas y 
vinculadas entre sí, puede ser una característica importante de este grupo de aFL. Sut 
papel fisiológico puede estar relacionado con la depuración de restos celulares del 
organismo que les dió origen o de microorganismos invasores, con ello proponemos que 
forman parte de las primeras líneas de defensa y de la poza de autoanticuarpos naturales. 

Los resultados que muestran que tanto los sueros humanos normales como las 
IgG's purificadas de los mismos, prolongan los tiempos de coagulación dependientes de 
fosfolípidos, son hallazgos que sugieren dos cosas: 1) que los aCLE son verdaderos aFL 
que reconocen a los fosfolípidos que participan en las reacciones de la cascada de la 
coagulación por especificidad y sin otra razón en particular; y 2) que los aCLE tienen un 
papel fisiológico regulador de este sistema, en el que participan fosfolípidos solubles, 
lipoproteínas y lípidos tanto negativos como neutros constitutivos de las membranas de las 
plaquetas, células endoteliales, etc. 	 • 

En 1992 la Dra. Gallina  reportó un estudio realizado en 16 plasmas de pacientes 
con aCL y AL positivos. Los aCL y el AL de 5 de los 16 plasmas sedimentaron de manera 
dosis-dependiente de la concentración de una mezcla de inhibición compuesta por 
cardiolipina, fosfatidilcolina y colesterol. En los 11 plasmas restantes sólo se inhibió la 
actividad aCL, quedando en el sobrenadante la actividad AL. Los aCL purificados de los 5 
primeros plasmas fueron definidos por la Dra. Galli como aCL tipo A, en tanto que, los aCL 
de los otros 11 plasmas los denominó aCL tipo B. Nimpf y colaboradores1  demostraron 
que la 112GP-I al unirse a los FL's de carga negativa inhibe la conversión de protrombina a 
trombina por el complejo enzimático XaNa. Usando un sistema altamente purificado de los 
factores de la coagulación Xa, Va protrombina y vesículas compuestas por fosfatidilserina y 
colesterol, la Dra. Galli estudió el efecto de los aCL tipo A y tipo B en presencia y ausencia 
de 112GP-I. En ausencia de f12GP-I o de vesículas de FL's no se inhibió la formación de 
trombina por ninguno de los dos tipos de aCL A o B. La adición de 112GP-I al sistema en 
presencia de las vesículas de FL's y de aCL tipo A aumentó dramáticamente el efecto 
inhibidos de la B2GP-I. Cuando se adicionó al sistema sólo 112GP-I, se observó una 
inhibición tiempo-dependiente, que no se afectó por la presencia de los aCL tipo B o de lgG 
inespecifica . Los datos presentados por la Dra. Galli muestran que la actividad 
anticoagulante de un tipo de aFL's está mediada por la 112GP-I y que existe otro tipo de aCL 
que no tiene actividad anticoagulante, los aCL tipo B. El trabajo de la Dra. Galli sugiere que 
existen tres tipos de aFL dirigidos contra FL's de carga negativa (los aCL tipo A, aCL tipo p 
y AL) que sumados a los aFL infecciosos, a las 4 subpoblaciones de aFL reportadas por 
nuestro gruporn  en pacientes con SaFP y a las evidencias que tenemos de aFL en sujetos 
sanos (aFTC•1gM'58  y aCLE) muestra el campo tan extenso que tenemos los estudiosos 
de los anticuerpos anti-fosfolípidos. 

Los estudios de reactividad mostraron que los aCLE son oligorreactivos porque 
reaccionaron contra fosfolípidos tanto aniónicos como zwitteriónicos, y no reaccionaron 
contra otros antígenos (DNAcd, DNAcs, vimentina, antígenos nucleares y citoplásmicos). 
La reactividad cruzada contra fosfolípidos mostró dos patrones de reconocimiento: 1) aCLE 
con actividad aCL, aFTS, aFTI, aFTE, aFTG, aAF y aEM que se inhibieron con mCL; y 2) 
aCLE con actividad aFTC que se inhibieron exclusivamente con mFTC. Este fenómeno 
sugiere que existen dos subpoblaciones de aCLE en sujetos sanos, una oligorreactiva y 
otra monorreactiva cuyas funciones pueden ser: a) depuradores de células envejecidas o 
de restos celulares (los aCLE "monorreactivos'7); y b) primera línea de defensa contra 
agentes infecciosos (los aCLE "polirreactivos"). 
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En los trabajos publicados por Avrameas y colaboradores'w  se reporta que 
muchos de los autoanticuerpos naturales reconocen IgG autóloga, es decir, tienen 
actividad de factor reumatoide. En 1992 Ortiz Maslloréns y colaboradores180  comunicaron 
que el 53% de los pacientes con artritis reumatoide seronegativa y 8% de los sujetos sanos 
tienen factores reumatoides "ocultos". Estos anticuerpos con actividad de factor reumatoide 
aparentemente circulan en el torrente sanguíneo en forma de complejos IgG-IgM, que al 
ser disgregados por el enriquecimiento de la fracción lgM se potencia la actividad de factor 
reumatoide. El efecto inhibidor de la IgG se acentúa cuando se emplea IgG agregada por 
calentamiento. 

Los resultados que muestran que los aCLE son oligorreactivos contra fosfolípidos y 
que no reaccionan contra gamaglobulina agregada demúestran que los aCLE no son 
factores reumatoides "ocultos" y con ello se descarta también que el inhibidor termolábil sea 
IgG. 

Como se sabe los procesos de desnaturalización son tratamientos que modifican 
(en forma reversible) la estructura terciaria de las inmunoglobulinas y/o del antígeno. 
Algunos de los métodos de desnaturalización más empleados son: 1) temperaturas 
relativamente altas; 2) concentraciones altas de sales y 3) pH's bajos. Durante el desarrollo 
del trabajo presentamos los resultados que muestran que los tres métodos afectan' la unión 
aCLE-Inhibidor y que dicha unión es un equilibrio dinámico en el que hay formación y 
disociación del complejo. 

Desde el principio del trabajo tuvimos evidencias que sugerían que el inhibidor de 
los aCLE podía ser un fosfolípido, como lo mostramos con los estudios de inhibición de la 
actividad aCL con micelas de fosfolípido. Esta primera evidencia tomó más fuerza al tratar 
las micelas de fosfolípido a 56 °C durante 30 minutos y observar que perdían 
completamente su capacidad de inhibir la actividad aCL de los aCLE. McIntyre y 
colaboradores16  propusieron en 1993 que el inhibidor podía ser la 212GP-I, sin embargo, 
nuestros experimentos demostraron fehacientemente que el cofactor de los aFL 
autoinmunes no es el inhibidor de los aCLE presentes en el suero de sujetos clínicamente 
sanos. Además los resultados que muestran que los aCLE son oligorreactivos pues sólo 
reconocen fosfolípidos tanto de carga neutra (fosfatidílcolina, fosfatidiletanolamina y 
esfingomielina) como aniónicos (Cardiolipina, fosfatidílserina, fosfatidílglicerol y 
fosfatidílinositol), constituyó una evidencia más de que el inhibidor de los aCLE sólo podían 
ser fosfolípidos. Con el uso de técnicas que permiten la disociación del complejo 
anticuerpo-antígeno utilizando amortiguadores hipermolares de pH bajo, separamos al 
anticuerpo de su inhibidor termolábil sin dañar a este último. Este procedimiento permitió 
identificar la naturaleza del inhibidor y no sólo eso sino que se demostró mediante 
cromatografía en capa fina que los fosfolípidos que inhiben a los aCLE son: la 
fosfaticlilcolinal  la fosfatidiletanolamina, la fosfatidílserina y el fosfatidílglicerol. Estos 
resultados demuestran que los aCLE son verdaderos anticuerpos anti-fosfolípidos cuya 
fracción F(ab)2  se encuentra bloqueada por fosfolípidos y circulan inhibidos en el torrente 
sanguíneo, además apoyan la noción de que los anticuerpos anti-fosfolípidos son una 
familia heterogénea de autoanticuerpos que coexisten en un mismo individuo. 

Los aCLE circulan inhibidos por fosfolípidos que impiden su unión con el antígeno, y 
cuando ocurre algún proceso que. altera la homeostasis (por agentes infecciosos, 
traumatismo, fractura de huesos, infartos, procesos inflamatorios por formación de cristales, 
el nacimiento, etc.) se monta una respuesta con cambios sistémicos y metabólicos, los 
cuales son referidos como respuesta de fase aguda. Entre las diferentes proteínas que se 
Incrementan en la respuesta de fase aguda, muchas de ellas son enzimas, siendo en este 
momento las fosfolipasas181, las enzimas de nuestro interés pues nos permite proponer un 
mecanismo de liberación de los aCLE in vivo, De esta manera la presencia de fosfolipasas 
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en forma sistémica o localizada puede, como se mostró en los resultados del trabajo, 
liberar a los aCLE de su inhibidor, con lo que se tendrían grandes cantidades de 
anticuerpos anti-fosfolípidos para actuar corno primera línea de defensa en caso de 
requerirse una respuesta contra agentes infecciosos, o bien para eliminar restos de 
membranas celulares propias o de los microorganismos invasores. 
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11.1 ESTUDIOS EN HUMANOS. 

1. Los aCLE tienen una frecuencia del 94 % en la población normal estudiada y son 
exclusivamente de isotipo IgG. 

2. En pacientes que tienen títulos altos de aCL no escondidos dependientes e 
independientes de la a2GP-1 (LEG, SaFP y sífilis) para su detección in vitro, coexisten 
los aCLE. 

3. En los pacientes con sífilis cuyos aCL no escondidos son independientes de la fl2GP-1 
para su detección in vitro, los aCLE detectados tuvieron características de aFL 
infecciosos. En los pacientes con SaFP que tienen aCL no escondidos autoinmunes se 
Caracterizaron tres poblaciones más de aFL: una no escondida de tipo infecciosa y dos 
de aCLE, de las cuales una fue dependiente y la otra independiente de la B2GP-I. 

4. Los aCLE detectados en los sueros de sujetos clínicamente sanos tuvieron reactividad 
cruzada contra FL aniónicos y zwitteriónicos. Los resultados de las inhibiciones de la 
actividad aFL sugieren que existen dos subgrupos de aCLE en función de los patrones 
de inhibición: aCLE que reaccionan contra FL aniónicos y aCLE que reaccionan contra 
FL neutros. La polirreactividad de los aCLE es limitada, porque se reduce al 
reconocimiento de fosfolípidos y no reconocen otros antígenos. 

5. Los aCLE de los SHN prolongan los tiempos de coagulación dependientes de 
fosfolípidos, es decir tienen actividad de anticoagulante lúpico. Dicha actividad 
demuestra que son verdaderos anticuerpos anti-fosfolípidos cuya fracción F(ab)2  está 
bloqueada por fosfolípidos. 

6. Además de la temperatura, también el pH bajo y las concentraciones altas de sales 
rompen la unión aCLE-inhibidor, la cual forma un equilibrio dinámico aCLE-inhibidor <-4 
aCLE + inhibidor 

7. La estabilidad del complejo aCLE-inhibidor depende de que el inhibidor (fosfolípido) esté 
completo, como lo muestran las digestiones con fosfolipasas (A2, B, C y O). Al escindir la 
cabeza polar junto con el grupo fosfato del fosfolípido se liberan los aCLE en proporción 
similar al tratamiento a 56 °C durante 30 minutos. 

8. Los fosfolípidos que ocultan la actividad aCL de los aCLE en los sueros humanos 
normales son: fosfatidilcolina, fosfatidíletanolamina, fosfatidilserina y fosfaticIllglicerol, 
Estos resultados apoyan la noción de qué los anticuerpos anti-fosfolípidos son una 
familia heterogénea de autoanticuerpos que pueden coexistir en un mismo individuo. 

11.2 ESTUDIO DEL FENOMENO EN LOS RATONES BALB/C Y NZB. 

I. El tratamiento con calor (56 °C, 30 min) descubrió aCL-IgG en el suero de ratones 
normales Balb/c, este mismo tratamiento, descubrió aCL-IgG en el suero de ratones 
NZB que se adsorbieron previamente en forma repetida con mCL. 

II. Los aCL-IgG que se "liberaron" con el tratamiento con calor se inhibieron con mCL. 
III. La adsorción con proteína A negátivizó por completo la actividad aCL potenciada por 

el tratamiento con calor de los sueros de ambos grupos estudiados. 
IV. En el estudio se encontró que los ratones NZB tienen 3 veces mas aFTC-IgM no 

escondidos que los ratones normales (p<0.001). 
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SOLO ES PERDEDOR EL QUE DEJA DE LUCHAR. 

Richard Nixon. 
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