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1. REQUMEN,

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
nommales (SHN). Se desconoce la naturaleza del inhibidor termolabil que oculta a los anticuerpos anti-
cardialipina “escondidos” (aCLE) y las caracteristicas de los anticuerpos que componen a esta familia de aFL.

" OBJETIVOS. 1. Detenminar la frecuencia e isotipo de los aCLE; 2. Investigar si se encuentran en
pacientes con enfermedades - autoinmunes (upus eritematoso generalizado [LEG] y sindrome de anti-
fosfolipidos pimario [SaFP)) e infecciosas (sifilis); 3. Determinar sus requerimientos de R,GP-I; 4. Detemminar
las caracteristicas de reactividad: 5. Identificar el posible papel como anticoagulantes circulantes; 8.
Caracterizar al inhibidor tenmolabil que los oculta y 7. Buscar el fenémeno 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 sifilis. Se purificaron § lgG's de SHN y se
caracterizaron los aCL no escondidos y los aCLE de 2 pacientes con SaFP. Se estudiaron también 10 suercs
de raton baltvc y 10 de NZB. Por ELISA estandar y modificado (libre de 8,GP-I) se estudié la dependencia de
B,GP-l y la actividad aCL y aCLE post-inhibiciones con micelas de candiolipina (mCL) en todos los grupo.
También se estudié por ELISA la reactividad contra otros antigenos (fosfollpidos aniénicos y neutros, DNAcd,
DNAcs y la actividad de factor reumatoide). La reactividad de los aCLE de los SHN contra antigenos
nucleares y citopl4smicos se estudi6. por inmunoflucrescencia indirecta. La actividad de anticuagulante lGpico
(AL) se determind midiendo el efecto sobre el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo parcial de

~ tromboplastina activada (TPTa) de SHN e 1gG's purificadas en columna de proteina A de SHN pre-tratadosa
56°C, 30 min. (SHNss) mezcladas (V/V) con plasma fresco normal. La actividad AL de los SHNss y de las IgG's

se Inhibié con mCL y de fosfatidflserina (mFTS). Para identificar la naturaleza del inhibidor se trataron 10 SHN

-~ con fosfollpasas (A;, B, C y D) en condiciones experimentales Sptimas. La purificacion de los aCLE y la

caracterizacién del inibidor termolabil se realizé mediante didlisis de los SHN en membranas de nitrocelulosa
benzoilada contra amortiguadores hipermolares de pH bajo. Ei inhibidor se identificé por cromatografia en
capa fina (CCF), y se comprobd por ELISA y par estudios de inhibicién autdloga.

RESUILTADOS. Los aCLE fueron exclusivamente de isotipo IgG y se detectamh en el 94% de los

~ SHN. En los pacientes con LEG, SaFP y sffilis que tlenen titulos altos de aCL no escondidos se detectaron

también aCLE con caracteristicas similares a sus aCL no escondidos. En pacientes con SaFP se
caracterizaron 3 subpoblaciones de aCL, las cuales fueron: aCL no escondidos dependientes de B,GP-l para
su deteccién in vitro, dos subpoblaciones de aCLE, una dependiente y otra independiente del cofactor, en 2
pacientes se identificé una poblacién més de aCL no escondidos que fue independiente de la B,GP-| para su

. deteccién in vitro. Los estudios de reactividad de los aCLE mostraron que solo reaccionaron contra FL tanto

anidnicos como neutros, y no reaccionaron contra otros antigenos (DNAcs, DNAcd, gamaglobulina agregada,
componentes nucleares ni citoplasmicos). Los estudios de inhibicién de los aCLE con micelas de los diferentes
FL revelaron dos patrones de reactividad: contra FL anidnicos y contra FL neutros. Los TP y TPTa se
prolongaron en presencia de SHNs y de las IgG's purificada, las mCL y mFTS inhibieron 1a actividad AL de los
aCLE. Las digestiones con las fosfolipasas A, B, C y D incrementaron la actividad aCL de los SHN en 0.9, 3.2,
12 y 4.8 respectivamente, cuando se compararon con los sueros sin tratar. La CCF mostrd que los inhibidores
termolébiles son fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol. Los estudios en
ratones mostraron que tanto en ratones normales como autoinmunes se pueden detectar los aCLE. Las
caracteristicas de los aCLE murinos fueron similares a las de los humanos, es decir, no requieren de B,GP-|
para su deteccién /n vitro y tuvieron reactividad cruzada contra fasfolfpidos tanto aniénicos como neutros. Los
aCLE se detectaron también en los ratones NZB que tenian titulos altos de aCL no escondidos. En los ratones
NZB se detectaron ademés aCLE de isotipo IgM independientes de la 8,GP-| para su deteccifn in vitro.

Los resultados muestran la caracterizacion de una nueva familia de autoanticuerpos que san
verdaderos anticuerpos antifosfolipidos (aFL) cuyos silios de reconocimiento antigénico se encuentran
ocupados por fosfolipidos, por lo que circulan en el torente sanguineo inactivos. El estudio del origen de estos
aF:. agudaré a conocer su papel fisiol6égico (si lo existe) y su relacién molecular con otros aFL patogénicos 0 no
patogenicos.
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1 ABSTRACT

It has been recently shown that heat treatment (66°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. | g’

Aims of this study. i) Define the prevalence and the isctype of the hidden anti-

- cardiolipin antibodies. i) 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 B,GP-l. iv) Define its
reactivity v) 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 IgG was purified from 5 normal sera and uncover and hidden aCL were
characterized from 2 APS patients. Sera from Balb/c and NZB mice were also studied. In every
group, we studied the dependency of 8,GP-| of the anticardiolipin antibodies (hidden or not) by
ELISA and after inhibition with cardiclipin 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

" immunoflucrescence. Lupus anticoagulant activity was determined by measuring the effect of
- normal sera or purified IgG 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 inhibited with cardiolipin and/or
phosphatidilserine miceles. To characterize the thermolabile factor 10 normal sera were treated
with phospholipases (A;, B, C, and D). Purification of hidden antibodies and the thermolabile
factor was camied out by dyalisis in benzoylated cellulose membranes against hyperosmolar
buffers at low pH. The thermolabile factor was finally identified by thin layer chromatography. its
nature was corroborated by ELISA and by autologous inhibitory assays.

Results. All 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 B,GP-l for its detection in vitro. ii) Hidden aCL
dependent or not on the presence of B,GP-l. iii) In two patients uncover aCL were found to be
independent of B,GP-| 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 phosphatidyicholine, 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
B.GP-| were found in NZB mice. : |

Qur 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 molecuiar relationship with

other pathogenic or non-pathogenic anti-phospholipid antibodies.
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Anticuerpos anti-nucleares.
Anticuerpos anti-RB,GP-l.
Anticuerpos contra ernitrocitos.
Acido fosfatidico.
Anticoagulante lupico.
Anticuerpos anti-cardiolipina.
Anticuerpos anti-cardiolipina
escondidos u ocultos.
Anticuerpos anti-cardiolipina
de isotipo IgG.

Anticuerpos anti-cardiolipina
de isotipo IgM. |
Anticuerpos anti-cardiolipina y
nhibidos con micelas de

B cardiolipina. ‘.
Anticuerpos anti-fosforilcolina.

Anticuerpos anti-

- fosfatidilcolina.

Anticuerpos anti-
fosfatidilcolina de isotipo IgG.
Anticuerpos anti- .

fosfatidiicolina de isotipo IgM.

Anticuerpos anti-
fosfatidiletanolamina.
Anticuerpos anti-fosfolipidos.
Antigeno.

Anticuerpos naturales
timocitotdxicos.

Albumina sénca bovina.
B.Glicoproteina-|.
Cromatografia de capa fina.
Determinante de grupo
numero 5 (su contraparte en
el ratdn Ly-1).

Cardiolipina.

Desviacion estandar.

Acido desoxirribonucléico.
Acido desoximbonucléico de
cadena doble.

Acido desoximbonucléico de
cadena simple.

Desidades 6pticas. -

DOuos
EDTA

EIT

ELISA

EM
ERBr

FITC

FL

FR

" FRC

FTC

FTIG

FTS

GGA
HEp-2

HLA -
HIV

Hom

. H2Op0

HEPES

ICH
IFI

IP

Densidad éptica leida a 405
nandmetros (nm). '
Acido etilendiamino
tetracético.
Electroinmunotranferencia.
Ensayo inmunoenzimatico
(Enzyme linked
immuno-sorvent assay).
Esfingomielina.

Ertrocitos de ratén tratados

- con bromelina

(bromelinizados).

. Isotiocianato de fluoresceina

(Fluorescein Isothiocyanate)

Fosfolipido.

Factor reumatoide.

- Fosforilcolina., *. -

Fosfatidilcolina. .
Fosfatidiletanclamina. -

~ Fosfatidilglicerol

Fosfatidilinositol.
Fosfatidilserina.

Aceleracién de la gravedad.
Gamaglobulina agregada.
Linea celular de carcinoma de

- laringe humano (Human

Epithelial-2).

Antigenos leucocitarios
humanos (Human leukocyte
Antigens).

Virus de inmunodeficiencia
humana (Human Immuno-
deficience Virus).
Homogeneo. Patrén de
anticuerpos antinucleares.
Agua destilada desionizada.
(Acido N-[2-Hidroxietil]
piperazina -N'- [etano-
sulfonico]).
Injerto-contra-huésped.
Inmunoflucrescencia
indirecta.

Inmunopunto.
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PAGE-SDS
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rpm
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SBF .
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Inmunoglobulina A. SDS
Inmunoglobilina G.

InmunoglobulinaM. . SHN
Instituto Nacional de la SHNsg
Nutricion Salvador Zubiran.

Lupus eritematoso Sm
generalizado. ‘ TA

LisoFosfatidiletanolamina.

Concentracion molar. TEMED
Micelas de cardiolipina.
Medio esencial minimo TP
(Medio de cuitivo). TPTa
Micelas de fosfolipido.
Micelas de fosfatidilserina. TVVR
‘Concentracién nomal,
Negativo. - VDRL

. Células asesinas natuturales

(Natural Killer).

“No significativo. | -
Nueva Zelanda (Cepa de W

- ratones de Nueva Zelanda)

Cepa de ratones negros de Vi
Nueva Zelanda (New Zeland '
Black). Vi
Cepa de ratones blancos de
Nueva Zelanda (New Zeland ViV
White).

Gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio
(Polyacrylamide Gel with
Sodium dodecyl! sulfate).
Amortiguador salino de
fosfatos (Phosphate buffer
saline). ST

Plasma fresco nomal.
Plasma fresco normal pobre
en plaquetas.

Concentracién peso/volumen.
Radio inmunoanalisis.
Ribonucleoproteinas.
Revoluciones por minuto.
Sindrome de anti-fosfolipidos.
Sindrome de anti-fosfolipidos
primario. o
Suero bovino fetal.

Suero de bovino recién
nacido.

Dodecil sulfato de sodio
(Sodium Dodecyl Sulfate).
Suero humano normal,

Suero humano normal tratado
a 56 °C durante 30 minutos:
Antigeno Smith. '
Temperatura ambiente
(Aproximadamente 20 °C).
(N,N,N' N'-Tetrametil-
etilendiamino).

. Tiempo de protrorhbina.

Tiempo parcial de
tromboplastina activa. |
Tiempo de Veneno de Vibora
de Russell. ' .
Examen de laboratorio usado .

- para diagnosticar sifilis (Vene-

real Disease Reference
Laboratory). |
Region variable de las
cadenas pesadas. .

Regidn variable de las

cadenas ligeras kappa.
Regién variable de las
cadenas ligeras.
Concentracion
volumen/valumen,
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" Por mucho hempo se ha consuderado que la pnnc:pal funcion del sistema inmune es
la proteccion del huésped en contra de agentes infecciosos ambientales y productos
toxicos. En consecuencia, el sistema inmune es necesario para sintetizar anticuerpos
dingidos contra antigenos expresados por el medio ambiente extemo. Sin embargo, en los
Gitimos 30 arlos 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 antigenos ambientales extemos sino también, anticuerpos dirigidos
contra antigenos altamente conservados durante la evolucion, tales como actina, histonas,

~ como AMP<ciclico, fosforilcolina y colesterol. Con esto pareceria, que el sistema inmune
~ _tiene el potencial para producir anticuerpos especificos 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, le., los anticuemos mostrados en el suero de anlmales e mdwaduos
fisnolég:camente sanos. : *
| Por otra parte, pueden existir sutuauones en las que se produzca un trastomo de la
~ inmunorregulacion ‘que lleve a la formacion de autoanticuerpos con potencial patogénico
sobre estructuras del huésped y como consecuencia cause darfio a tejidos y
secundariamente la exprasion de estados patologlcos que puedan llevar a la muente del
“Individuo.
- Este concepto nos lleva a definir que existen por lo menos dos grandes grupos de
fendmenos autoinmunes, uno natural, que probablemente cumpla una funcién fisiclogica
dentro del sistema inmunoldgico; y uno patogénico, el cual esté fuera de la regulacion del
- sistema inmune y por lo tanto se manifieste como enfermedad. '
El presente trabajo considera estos 2 fendmenos de autommumdad los cuales
pueden o no estar relacionados entre si. -

4. GENERALIDARES

o mmommommm

4.1 AUTOINMUNIDAD NATURAL

-p

Uno de los principales papeles del sistema inmune es el distinguir entre antigenos
“autdlogos y no propios. Esta caracteristica del sistema inmune le permite identificar y
reaccionar con antigenos extrafios §in causar dafo. Inicialmente, se considerd que la
tolerancia a lo propio (estado de no-autoinmunidad), estaba relacionado con la ausencia de
i autoanticuerpos y linfocitos autorreactivos. Apoyando esta hipétesis, Ehrich (1904) acund
el témino "homor autotoxicus", expresando la vision de que la presencia de
autoanticuerpos es anomal y tiene una consecuencia clinica grave.

i
I

y acidos nucleicos, y ademaés, anticuerpos que reconocen conshtuyentes celulares ubicuos, ..
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En 1959 Bumet como un corolario de su teoria de "seleccion clonal”, formuld el
concepto de "delecién clonal”, en la que propuso que las clonas que expresan receptores
para antigenos fetales son detenidas en su desamollo y eliminadas, confirendo tolerancia.
Por lo tanto, la presencia de autoanticuerpos estaria relac:onada en el surgimiento de ,
clonas autorreactivas "prohibidas" a través de mutacion, 6 por liberacion de antlgenos*
secuestrados. Hallazgos subsecuentes indicaron que los linfocitos autorreactivos pueden
identificarse en el sistema inmune normal del adulto, surgiendo algunas dudas a cerca de
la teoria de la "seleccion clonal, y dando pie a que Nossai y cols., formularan la teoria de la
"anergia clonal". Acorde con este concepte, 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 visién opuesta, Jeme propone su "teoria de la red", en la que
la auto-reactividad es un componente normal del sistema inmune maduro. El sugiere que la
principal funcion de este sistema es vigilar el medio intemo y mantener una homeostasis
macromolecular, mas que para proteger al huésped del medio extemo que lo rodea.
Durante los ultimos 20 anos, se ha acurnulado suficiente evidencia que muestra que la
actividad autoinmune es ubicua en condzcsones normales y vanas teonas han sido
propuesta.; para su explicacion.

4,2 AUTOANTICUERPOS NATURALES
i El término de autoanticuerpo natural se refiere a anticuerpos autorreactivos
presentes en el suero, que no necesitan de la estimulacidn antigénica 6 mitogénica de
celulas B para su sintesis. Inicialmente, la presencia de estos anticuerpos se relaciond a
antigenos desconocidos ¢ infecciones subclinicas. Sin embargo, ahora se cree que los
anticuerpos naturales son formados independientemente del estimulo antigénico.

Los autoanticuerpos naturales son un componente de la inmunidad natural que
también incluye a las células asesinas naturales y macréfagos. Uno de los principales
papeles de este sistema es dctuar como una primera linea de defensa y destrwr agentes
extranos en el contacto inicial.

Durante las dltimas 2 décadas se han detectado vanos anticuerpos naturales en el
suero de animales y humanos sanos y en algunas poblaciones especiales, incluyendo
familiares sanos en primer grado de pacientes con enfermedades autoinmunes, individuos
normales de mas de 70 arios, y pacientes con gamopatias monoclonales Por ejemplo, han
sido reportados factores reumatoides, anticuerpos antinucleares, anticuerpos anti-DNA e
histonas, y anticuerpos linfocitotoxicos, en el suero de familiares en primer grado de
pacientes con lupus eritematoso generahzado (LEG). ‘Isenberg 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-tircideos, anticuerpos anti-centrémero, y anticuerpos anti-
mitocondriales, en el suero de familiares de pacientes con artritis reumatoide, tirotoxicosis,
esclerodemmia, y cirrosis biliar primaria respectivamente.

Los anticuerpos naturales también han sido encontrados a titulos altos en el suero
de pacientes con mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrdm, y gamopatia
monoclonal benigna. Avrameas y cols., detectaron que 5.7% de los sueros de 612
pacientes con gamopatia monoclonal tuvieron autorreactividad contra actina, tubulina, DNA
de cadena doble, miosina y tiroglebulina, Estudios subsecuentes muestran que el suero de
pacientes con mielomas o condiciones relacionadas reacciona con histonas, DNA, Ro y La,
antigenos érgano especificos, 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 protema del mieloma en si 1a
que se une al autoantigeno.

El elevado porcentaje de autoanticuerpos en el suero de pacientes con discrasias
de células plasmaticas sugiere que células B autorreactivas son mas propensas a
desarmollar una transformacion neoplasica, 6 que las células plasmaticas capaces de
producir autoanticuerpos son muy comunes en el repertorio de linfocitos B.

4.3 ORIGEN Y MECANISMOS DE CONTROL DE LOS AUTOANTICUERPOS

La deteccion de autorreactividad en el suero de individuos sanos implica que los
genes que codifican para autoanticuerpos, inciuyendo anticuerpos anti-DNA, pueden existir
en el genoma de células B normales. Se ha observado que las celulas B producen
autoanticuerpos polireactivos de baja afinidad previo a la estimulacion antigénica y que
son cadificados por genes de linea germinal. En apoyo a la existencia de genes de linea
germinal que codifican para autoanticuerpos en el suero de personas nommales, se han
reportado algunas similitudes entre estos autoanticuemos y la expresién de genes fetales,

~lo cual indica que los genes Vy 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), asi como los tumores de células B expresan un repertorio restringido de genes V

similar al generado durante la diferenciacion temprana de precursores de células B.

La poblacic’:n de células B con autorreactividad probablemente constituya una
elevada proporcion del total de células B. A este respecto, una intensa investigacion se ha
enfocado en un subgrupo de células B, llamadas células B CDS positivas (CD5") cuyo
denominador comun es la expresion en su superficie de un marcador que originaimente se
creia 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 6 Ly-1" en el ratén
tienen en su superficie |g. Los marcadores CDS y Ly1 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 ef 10 a 25% de las
células B circulantes y esplénicas y constituyen la mayoria de las células B del bazo fetal
“humano y corddn umbilical, .

La importancia de las células B CD5" en la producuon de autoantlwerpos se baso
en 3 abservaciones: |

a) La frecuencia de células B Ly1-CD5 en algunas especies murinas susceptibles a

" enfermedades autoinmunes y en humanos con enfermedades autoinmunes esta

incrementada.

b) Las células B Ly1-CD5 producen autoanticuerpos.

c) Existe un incremento significativo entre la asociacién de leucemia linfocitica crénica
CD5" y enfermedades autoinmunes.

No obstante, aunque en un inicio se intentd relacionar 1a funcion de las células
CD5-Ly1 con enfermedades autoinmunes, un analisis criico de varios hallazgos
experimentales indican:

l.  Que mientras la frecuencia de células B Ly1 astan incrementadas en algunas cepas
murinas pre-autoinmunes (NZB, ratdn me"), este subtipo no esta incrementado en oftras
especies pre-autoinmunes (MRW/pr, y SJL). Esto sugiere que otros factores genencos mas
sutiles controlan la frecuencia de células Ly1.

l. Existe una elevada frecuencia de células B CD5 en ciertas enfermedades
autoinmunes humanas (artritis reumatoide, Sjégren, esclerodermia y sindrome de anti-
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fosfolipido primario), y en otras enfermedades (esquizofrenia), no obstante, no hay
evidencia de un incremento de estas células en otras enfemmedades autoinmunes

- sistémicas tal como el LEG 6 enfermedades autoinmunes organo-especificas.

Hl. Es aparente que los autoanticuerpos organo-especificos y no organo-especificos
son producidos tanto por células B convencionales como por células 8 CD5-Ly1, con la,/
excepcion de anticuerpos anti-eritrocitos de ratdon bromelinizados (ant-ERBr) y anti-
timacitos, los cuales son producidos principalmente por células B Ly1 del peitoneo en el
raton, y anticuerpos polireactivos producidos por células B CDS® en humanos.

IV. No hay evidencia de una expresion preferencial de familias de genes V4 6 V_ en
células B CD5 y Lyt, comparado con células B convencionales excepto los anticuerpos
murinos anti-ERBr.

V. Las células B CD5 y Ly1 aparentemente usan genes V que no sufren hipermutacion
somadtica. Esto puede estar relacionado con una pérdida de la secuencia permisiva para los
procesos de mutacion y cambio de isotipo, ¢ altemativamente, a causa de una falta de
respuesta de este subtipo de células a células T de ayuda. El papel de las células B Ly1-
CD5enla produccién de autoanticuerpos atin debe ser esclarecido. -

4.4 ORIGEN DE LOS AUTOANTICUERPOS PATOGENICOS

, - Hay dos teorias que mtentan responder esta pregunta, una de estas se basa enla
producczon de autoanticuerpos patogénicos a partir de genes de linea geminal, como
consecuencia de un defecto en la regulacion de la produccién de los autoanticuerpos
naturales. La segunda teoria esta basada en que estos autoanticuerpos son el resultado de
genes que sufren mutacién somatica derivada de un antigeno. La primera evidencia de
que los autoanticuerpos naturales pueden estar relacionados con los autoanticuerpos
patogénicos se ongind del estudio del idiotipo 16/6, el cual se identificd originalmente en un
anticuerpo IgM anti-DNA derivado de un pacientes con LEG. Los anticuerpos con el idiotipo
16/6 se han encontrado en los depdsitos inmunes en lesiones renales y de la piel de
pacientes con esta enfermedad. Este idiotipo es codificado por el gen de linea geminal
V26 (familia Vi3), vy linfocitos B policlonalmente activados de sujetos normales producen

- anticuerpos con este idiotipo, y también puede estar presente en anticuerpos que se unen

al polisacarido K-30 de la Klebsiella. Una interpretacion 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 idiolipo son sobre
regulados y pueden ser patogénicos. Otros autoanticuerpos también derivados de
pacientes con fupus, es probable que sean codificados por genes de linea gemminal, por
ejemplo, el anticuerpos anti-DNA 21/28 codificado por la familia Viy;.

- 4.5 MODELOS MURINOS DE AUTOINMUNIDAD

Ya que el modelo mas estudiado de autcinmunidad es el del ratdn que desarrolla
espontaneamente una enfermedad semejante al LEG, tomaremos a éste como un ejemplo
en la patogenesis de autoinmunidad, pudiendo ser esto comun é no para otros trastomaos
autocinmunes.

Los defectos encontrados en los modelos animales simplemente nos muestran la
elevada complejidad que tiene el desamollo de un trastomo autoinmune, lo cual se hace
aun mas evidente cuando se intenta estudiar en el hombre. De hecho, se hace evidente

que la enfermedad que intenta llamarse "iupus murino” no es similar dentro de una misma
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especie (el ratdn) ya que los genes que regulan a este trastomo varian de una cepa a otra,
lo cual genera una gran diversidad de manifestaciones con un fondo patogénico 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 aun el tenerlo genéticamente controlado y ademas, no es posible,
controlar el medio ambiente que lo rodea, lo cual hace mas complejo su estudio.

45.1 PATOGENESIS DE LA AUTOINMUNIDAD EN LOS RATONES DE NUEVA
ZELANDA (N2)

La etiopatogenia de las enfermedades autoinmunes no ha podido estudiarse
profundamente por carecerse de modelos apropiados, sin embargo, las cepas de ratones
que desarrollan espontdneamente 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 desamollo y demostracion de varios procesos inmunoldgicos
- basicos. En este sentido, el entendimiento de la patogénesis y la etiologia del lupus murino
puede extrapolarse a la enfermedad del humano, lo cual ha ayudado a generar el
conocxmnento universal de la autoinmunidad y la inmuno-regulacién,

'El desarrollo de modelos animales del sindrome de anti-fosfolipidos (SaF), ha

-comenzado a brindar sus primeros frutos, con respecto al papel patogénico de los aFL.
‘Durante los Ultimos arios se han descrito varios modelos animales de SAF. La cepa de

- ratones autoinmunes MRUlprlpr, que posee el gen fpr de linfoproliferacion, fue el primero

‘de ellos. En este modelo, se ha observado que después de los dos meses de edad, los
ratones MRU/pr desamallan titulos altos de autoanticuerpos, incluyendo aFL de clase IgG,
que se asocian a fa 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 MRU/pr
tienen reactividad cruzada con otros fosfolipides acidicos pero no contra DNA. La cepa
congenica MRL/+ que carece del gen /pr, también presenta la enfermedad pero con menor
gravedad, ademas desarollan titulos anormales de aFL y trombocutopema pero en etapas
mucho mas tardias de la vida.

Un modeio murino que desarrolla titulos altos de aFL, asociados a manifestaciones
clinicas, es el del ratén Negro de Nueva Zelanda (NZB). Este ratdn tiene un promedio de
vida de 467 dias para los machos y de 431 para las hembras (Tabla 1). La muerte a tan
corta edad se atribuye al desamollo de anemia hemolitica 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 timocitotoxicos (ANT) que reconocen
linfocitos T. La presencia de los ANT antecede a la aparicién 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 antigenos son cripticos y reconocen eritrocitos
- tratados con bromelina. La naturaleza del epitope fue revelada por Kawaguchi en 1987’

Otro autoanticuerpo presente en el modelo NZB es el ANT, estos anticuerpos de
isotipo IgM reaccionan virtualmente contra todas las célula T en un patrdn 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
caracterizacion de los antigenos de la célula T involucrados en el reconocimiento.




PERRERREE AR S S S .S ...

TABLA 1
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RATONES AUTOINMUNES /
DE NUEVA ZELANDA .‘
PARAMETRO NZB B/WF,
Sobrevida .
Machos . 467 439
Hembras 431 280

Autoanticuerpos

naturales

predominantes timocitotdxicos anti-DNAcd, ¢s
anti-entrocitos anti-histonas
anti-DNAcs anti-RNA

- anti-gp70 anti-gp70

Degeneracion acelerada .

deltimo - | - si si

Infiltracién de tejido | |

por células linfoides Si si |

Predominancia de sexo baja frecuencia . principalmente

o ~ de hembras hembras
Causa primaria , anemia hemolitica falla renal
de muerte | i

* Media de la sobrevida en dias

Los ratones NZB también tienen anticuerpos circulantes contra DNA de cadena
simple (DNAcs), sin embargo, no sufren glomerulonefritis severa. Una observacion
importante, es el hecho de que algunos autoanticuerpos monoclonales murinos y
anticuerpos convencionales tienen capacidad de reconocer a mas de un antigeno®
Ademas, el patrén de reactividad antigénica y el repertorio que desarrollan las celulas de
bazo de los ratones NZB jévenes es también similar al de los ratones normales lo cual
sugiere que la autorreactividad es una funcién normal en la ontogenia del sistema inmune.
Sin embargo, en animales genéticamente predispuestos a desarollar 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
caracteristicas es su hiperactividad (Tabla 2). Se ha reportado que presentan un proceso
de maduracion precoz que lleva a la existencia de grandes cantidades de celulas B
maduras y a la existencia de precursores en etapas tempranas de maduracion’.

10
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TABLA 2
ANORMALIDADES EN LOS LINFOCITOS DE LOS RATONES
DE NUEVA ZELANDA
LINFOCITOS B y

Produccién espontanea de Ig's in vitro. | ,

anergammmaglobulmemla -

Elevado nimero de unidades fermadoras de colonias
de células B, células B clonables.

Depleci6n temprana de precursores de células B de

' médula ésea.
" Mayor nimero de células Ly-1

Mayor respuesta a antigenos mntégenos yalas seﬂales
de las células T. -

Defectos en la induccién de tolerancia.

Acumulacién intracelular de cadenas J y det fragmento
C terminal de la cadena m. ) |

Mayor expresion del oncogen c-myec.

- Menor capacxdad de generauén de células T supresoras

| LINFOCITOS T :
© . Adividad T supresora dtsmnnu:da
-~ Reaccidn mixta linfocitaria autéloga disminuida.
Defecto en la induccién de tolerancia.
Incremento en la produccion de autoanticuerpos post
- trasplante en hospedero normal.

Una evidencia que explica la hlperactlv:dad de las células B, es el incremento en la
respuesta a las sefiales de las células accesorias®®, Apaya lo anterior, el hallazgo de la
sobre expresidn del oncogen ¢c-myc y la acumulac:on en el c:toplasma de dos proteinas, la
cadena J y el fragmento C teminal de la cadena m’, estas dos alteraciones son
caracteristicas de las células B activadas de los ratones NZB

Los reportes de la asociacion 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
homélogo humano el Leu-1" con la leucemia linfocitca crénica, ayudaron al
descubrimiento de una poblacion de células B de bazo que expresan dicho marcador de

‘superficie en los ratones NZB"".

El estado de activacion de las células B Ly-1 se ha determinado por los niveles
elevados de transcnpc:on de cmyc y por la facilidad con la que pueden ser
inmortalizadas™.

Otra caracteristica de las células B Ly-1 es su capacidad de regular funciones de
las células linfoides. Por ejemplo, existen reportes que muestran que la actividad de ayuda
("helper) de Ias celulas B Ly-T" se puede deber a la secrecidon de una linfocina no-
inmunoglobulina®™, Se ha descrito también una citocina que acelera la maduracion de
celulas B y cuyo. origen son fas mismas células B, que tiene la capacidad de inducir
actividad de ayuda ldnotlpo-espemf ica en estas células. Existen reportes de la participacién
de las células B Ly-1* en la inmunosupresion de células T', Los ratones NZB adultos
tienen células B Ly-1" "hiper diploides" con los cromosomas 10, 15, 17 y X duplicados,
ademds de una sobre expresion de la molécula la de superficie. El paso de células
hiperdiploides de NZB a receptores (NZB x DBA/2)F, resulta en la expansion de las
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pablaciones celulares del bazo del receptor, decremento de las células B peritoneales
enddgenas Ly-1" y de las células B de bazo, se incrementan los macrofagos de bazo, y se
reducen los niveles de IgM sérica y de autoanticuerpos anti-DNAcs. La actividad requladora
de las células B Lg/ -1" es mas intrigante por el hecho de que se encuentran en el timo de
ratones normales’ . J

Los estudtos relacionados con la estructura de las inmunoglobulinas producidas por
las células B Ly-1", muestran que existe restriccion en el uso de los genes que codifican
para las regiones variables. En dos estudios recientes se reportd que existe uso exclusivo
de una familia de genes Vi, la Vu11™ ', El andlisis de linfomas de células B Ly-1" también
muestra que existe restriccién del uso de los genes Vy y V| dada por la seleccidn del
antigeno; al parecer dichos genes no sufren hipermutacién somatica'®, Los linfomas de
células B Ly-1" mostraron una importante capacidad para realizar el camblo de isotipo
manteniendo la especificidad contra fosfatidilcolina.

En los ratones NZB el niimero de células B Ly-1" tanto de pentoneo como de bazo
es aproximadamente normal (tabla 3); en tanto que en los hibridos B/W F, 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-1" son las responsables de la secrecidn de IgM
caracteristica de la células de bazo de los ratones NZB'%, siendo su especxﬁcudad dirigida
contra antigenos propios, que incluyen timocitos y DNAcs La exposicidn in vitro de las
células de bazo de los ratones NZB a anhgenos exogenos resultd en la estimulacion de

_células B Ly-T yno de Ly-1" ™% lo que sugiere que el repertorio de las inmunoglobulinas
de superficie de las células B Ly-1 estd dirigido en contra de antigenos propios. Sin.
embargo, se ha observado que también las celulas B Ly-T de bazo producen antxcuerpos
contra DNAcs?.

TABLA 3
PROPIEDADES DE LAS CELULAS B Ly-1" DE LOS RATONES
DE NUEVA ZELANDA

Mayor nismero en bazo y cavidad peritoneal; adn mas aumentadas en el hibrido

B/W y comparadas con los ratones NZB.,
~ Se encuentran presentes en la circulacign de los ratones NZ ancianos.

Son las responsables de la liheracién espontanea de los anticuerpos in vitro.

Los anticuerpos que pmducen reconocen antigenos propios; gléhulos rojos,
timocitos, DNA.

Generalmente son estimuladas por si mismas, y no por  antigenos exégenos.

Sus funciones parecen estar reguladas por células T. |

Existen subpoblacnones hiperdiploides que se encuentran presentes en los ratones

NZB ancianos y cuya funcién aparentemente es reguladora.

PR EREEEREERESE S ssEe

Se ha reportado que existen diferencias en cuanto a la especificidad de fos
autoanticuerpas producidos por las células B 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-ERBr?, en tanto que, las células B Ly-1" de bazo provenientes
del hibrido B/W F; no se asocian con la produccion de autoanticuerpos dirigidos contra
DNAcd. Los anticuerpas que reconocieron ERBr mostraron una relativa monoespecificidad,
en contraste con la poliespecificidad de los anticuerpos que reconocen DNA y también

12
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proteinas del citoesqueleto, aunado a su baja afinidad que sugiere que son
autoanticuerpos naturales.

Las evidencias de hiperactividad y produccién espontianea in vitro de
inmunoglobulinas por las células B Ly-1" en los ratones NZB, pueden no ser caracteristicas
inherentes de estas células, sino posnblemente de un proceso de regulacion deficiente. ‘

La relevancia de la asociacién entre las células B Ly-1" y autoinmunidad se reﬂeja
también en los estudios recientes en humanos, cuyo homologo son las células B Leu-1
(CD5"). Estas células sintetizan factor reumatoide y autoanticuerpos anti-DNAcs ademds,
se sabe que constjtuyen el 50% de las células B del bazo fetal, que son raras en el bazo de
los adultos®, - -

4.5.3 INFLUENCIA DEL MlCROAMBlENT EN LA PRODUCCION DE
AUTOANTICUERPOS '

Existen dwersos estudios disefiados 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
desarrallo de la respuesta autoinmune en los ratones NZB. En €l suero de los ratones NZB
“jévenes se encontraron factores que aceleran la maduracién de los precursores de Ias
células B, |
| La nutricién es también un factor que puede mﬂunr en la autounmunldad” En
algunos trabajos se han reportado los efectos benéficos que tienen los lipidos derivades
del pescado sobre los procesos inflamatorios. Lo anterior se fundamenta en que
probablemente las grasas del pescado (&cido eicosapentanoico) son un sustrato pobre
para la produccion de &cido araquiddnico, en comparacion a las grasas vegetales (acido
linoléico) y tienen una mayor tendencia a formar leucotrienos y prostaglandinas de tipo
inhibitorio. La depnvacnon del zinc en la dieta disminuye la severidad de la enfermedad en
los ratones NZB B/W F; %, No obstante, se desconoce el mecanismo de los efectos de la
-deprivacion de zinc, se propone una participacion en la formacién de los "dedos de zinc”
por |as proteinas unidoras de DNA? y/o en |a actividad de la proteina cinasa C¥. La ingesta
de una dieta libre de caseina por animales B/W F,; disminuye el cambio de tsotnpo de los
anticuerpos anti-DNAcd y el depdsito en los glomérulos de complejos inmunes®

Bajo el mismo contexto, la contribucidén de la inmunidad asociada a mucosas enla
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 espontdneamente in witro
inmunoglobulinas, como lo hacen las células de bazo, ademas de que la relacion 1gA/IgG

- en estos mismos animales es mucho menor que en los ratones DBA/2%,

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 B/W F, esta relacionada con la actividad de las células T de ayuda (tabla 4).
Lo anterior incluye la demostracion de la dependencia de las células B tanto de ratones
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NZB como de B/W F, a las sefiales provenientes de las células T de ayuda en la
proliferacién y produccion de mmunoglobuhnasﬁ 3

TABLA 4

EVIDENCIAS QUE APOYAN LA PARTICIPACION DE LAS CELULAS TEN LA
PRODUCCION DE LOS AUTOANTICUERPOS PATOGENICOS DE LOS
RATONES DE NUEVA ZELANDA

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

La presencia de anticuerpos antinuc!eares en los ratones NZ similares a 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 Ia producc:én de  autoanticuerpos anti-
DNAcd, y del cambio de isotipo de IgM a 1gG.

El requerimiento de las células T para la sintesis in vitro de autoantncuemos catiénicos
por células de ratones B/W F, y SNF1,

Los estudios realizados en clonas de células T de ratones NZ confimman la participacién
de las células T en la produccion de los autoanticuerpos. :

En forma directa, se observé un incremento en la produccién de autoanticuerpos
cuando se transplantaron conjuntamente células T de ratones NZB y células B de ratones
DBA/2 a receptores DBA/xid®, ademds, se determiné la dependencia de las células T en la
producgon in vitro de autoanticuerpos por células B tanto de ratones NZB como de ratones
DBA/2

Los estudios de clonas de células T autorreactlvas se usaron también para
esclarecer el requerimiento de células T en la produccion de autoanticuerpos. Las clonas T
de ayuda mostraron la capacidad de influir en las vias de diferenciacién de células B, a
través de su especificidad antigénica (antlgeno mas moléculas la), y también en forma
antigeno inespecifica (moleculas la solas)®.

4.5.5 CELULAS NO T-NO B

En los ratones NZB también se han estudiado las células no T-no B, aunque en
forma menos extensiva que los linfocitos. La produccidn de prostaglandma E (PGE) por
macréfagos peritoneales de ratones B/W F; se encuentra disminuida®, y en los ratones
NZB parece existir un defecto en ia IL-1 en las células dendriticas de bazo de los ratones
NZB™, 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 BAW F, contra un blanco de timocitos jovenes, mostrd menor capamdad de
lisis, ferémeno que se observa también en las células de bazo de ratones NZB¥, lo que
sugiere un posible mecanismo por medio del cual las células T autorreactivas pueden
escapar a la eliminacion.
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4.5.6 COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

La asociacion entre la presencia de determinadas moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (CPH) y la presencia de una enfermedad autoinmune en particular
no es poco comun en humanos ni en animales, ademas de que los sistemas in vitro que se’
usan para estudiar la produccion de autoanticuempos consistentemente muestran el
requerimiento de compatibilidad en el CPH®> ‘w(tabla 5).

TABLA S ,
PARTICIF’ACION DEL CPH EN LAS ENI—ERMEDADES
DE LOS RATONES DE NUEVA ZELANDA

La restriccién del CPH que se observg en la produccadn in wtro de autoanlicuerpos
,‘ La adicidn de anticuerpos anti-la reduce la produccion de autoanuc,uerpos in vitro.
~ lLapresencia de caractenstlcas s:m:lares en el lupus munno y en Ia enfermedad de

ICH. :
o La condludn de hetemdgotos H-2 asociados a Iupus munno en ratones ' BJW Fy y
SR . SNF1, .. .. - g e
L .Los estudlos genéticos que muestran una fuene asoc:ac:én entre autommumdad y
- genes del CPH. L e e LY

: La expresnén abemante de moléculas Ia en células ep:teliales !ncluyendo tejldo del 7.~
» . ... imo, que puede estimular la proliferacion mediada por el CPH de células T
.. |, autorreactivas. . .

1§ -
' .
.

" Una evidencia que apoya fuertemente la partxcnpac:on del CPH en el desarrollo de
“autoinmunidad es la produccién de autoanticuerpos en la reaccion :n;erto-conh*a-huesped
(ICH)‘“ “ La infitracion de las células infoides al tejido de los ratones NZB semejan la
reaccion que se presenta en la enfermedad ICH®. Sin embargo el papel que juega el CPH
en el lupus eritematoso generalizado (LEG) puede ser mas complejo al que se observa en
la induccion de la enfermedad de ICH. Es importante tener en cuenta que la region del
‘CPH es la unica estudiada en este sentido, y que no se debe descartar la posible
. participacion del complejo menor de hlstocompatlballdad (CMH) conocado tambien como
hantigenos menores de estlmulacxon de linfocitos™.

'4.5.7 EL TIMO EN LA AUTOINMUNIDAD DE L.OS RATONES NZ

El timo es un érgano linfoide con participacion central en la maduracién de las -
células T. Las anomalidades en este érgano tienen un enorme impacto en la homeostasis
del sistema inmune y por tanto en la regulacién de la respuesta inmune. El modelo NZB de
autoinmunidad se caracteriza por presentar multiples problemas en dicho dérgano (tabla 6).
Los ratones NZB muestran al igual que otros modelos murinos de lupus, una acelerada
atrofia del imo®, La degeneracion del timo es una caracteristica relativamente temprana
del proceso de autommunldad de los ratones NZB y puede ser detectada, inclusive, a
menor edad que los ANT®, -

" Se ha estudiado también la influencia del timo en la grevedad de las enfermedades
autoinmunes er el contexto de las hormonas sexuales.
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*y colaboradores
‘fundamentar las caracteristicas inmunopatologicas de los ratones NZB.

La forma en que las anomalidades del timo influyen en la enfermedad de los NZB y
B/W F; aun se desconoce; no obstante, son muy claras {as diferencias entre los ratones
autoinmunes y los que no lo son.

4.5.8 GENETICA

Los trastomos inmunoidgicos presentes en los ratones NZB son el resultado de .

alteraciones genéticas. A pesar de que la naturaleza de las alteraciones se descorioce, la
informacion de la influencia genética en la enfermedad autoinmune de los ratones NZB
muestra que son varios genes los que estan involucrados en la expresidon de la
enfermedad, la expresion 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 colaboradores?

.muestran que la hiperactividad de las células B, la produccion de autoanticuerpos y la

reaccion anormal con linfocitos autélogos mixtos son fenémenos independientes. Existe
también informacién que apoya el hecho de que los ANT y los anticuerpos anh—DNAcs son
producidos por genes independientes. El trabajo de Raveche y colaboradores*®. muestra

evidencias de regulacxon multigénica en la sintesis de los anticuerpos anti-eritrocitos. Miller

proponen la interaccion entre dos grupos de genes no relacxonados para

La asociacién mas consistente de las caracteristicas autoinmunes con locus
geneticos especificos, sigue siendo hasta la fecha con el sistema pnncnpal de
histocompatibilidad.

Es posible cierta generalizacion en la enfermedad autoinmune de los ratones
hibridos NZB y de sus cepas derivadas basada en los estudios genéticas, debido a que las
anomalidades humorales y celulares tienen concordancia. En los ratones NZB, la
hiperactividad policlonal parece estar unida a la htperactwndad endogena de las células
madre totipotenciales, al nimero mayor de células Ly-1" y a la hipergammaglobulinemia
lgM. Estas caracteristicas estan posiblemente mas asociadas con la produccion de ANT,
menos asociadas con fa produccién de anticuempos anti-eritrocitos y minimamente
asociadas con la produccion de anticuerpos, anti-DNA. Aparentemente no existe asociacion
con el H-2, sin embargo, la participacién del cromosoma 4 en el modelo NZB es evidente.
Altemativamente, en el modelo BAW F; 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 N

4.6 ANTICUERPQOS ANTI-CARDIOLIPINA (aCL)

La asociaciéon entre manifestaciones clinicas y presencia de anticuerpos anti-

. fosfolipidos (aFL) fué reportada primeramente en pacientes con lupus eritematoso

generalizado (LEG), quienes presentaban trombosis u otras manifestaciones vasculares
periféricas, anticoagulantes circulantes y/o prueba seroldgica para sffilis falsa positiva®'. No
obstante, fue hasta que se desarrollaron técnicas mas sensibles y especificas para la
detecc:on de anticuerpos anti-cardiolipina (aCL), que se pudo conocer la verdadera
magnitud de esta asociacion. Con la aplicacion del radicinmunoanalisis (RIA)

posterionente del ensayo inmuncenzimatico (ELISA)®, para la deteccion de Ios
anticuerpos aCL, se hizo claro que en pacientes con LEG la presencia de anticuerpos aFL.

puede asociarse con diversas manifestaciones clinicas que constituyen un sindrome dentro
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de la enfermedad™, Posteriormente se encontrd que el sindrome puede presentarse en
pacientes con titulos altos de aFL., y las manifestaciones clinicas a las que se asocian estos
anticuerpos, en ausencia de datos clinicos o seroldgicos de otra enfermedad primaria, se le
denomind "sindrome de anti-fosfolipidas primario” (SaF P) , para distinguido del sindrome
de anti-fosfolipidos secundario o asociado que se presenta pnmordlalmente en pacientes
con LEG.

Existen dlversas circunstancias en las cuales los aFL pueden aparecer en un
individuo, las mas importantes son: 1.- como anticuerpos naturales, en cuyo casc son
autoanticuerpos codificados por genes de linea geminal, 2.- como resultado de la
interaccidén de factores inmunogenéticos y factores ambientales; 3.- como consecuenciade
una des-regulacion inmune y/o activacion policlonal intrinseca de una enfermedad
autoinmune; 4.- como anticuerpos anti-idiotipo de otros anticuerpos; 5.- inducidos por -
famacos, y 6.- como resultado de procesos infecciosos, en cuyo caso, la gene5|s de los
aFlL es pnncxpalmente dmguda por antigeno. S

4 6.1 ANTlCUERPOS ANTI-FOSFOLIPIDOS COMO ANTICUERPOS NATURALES

Todos Ios ratones normales txenen anticuerpos naturales de dase IgM contra -
ERBr* ®, El epitope que se expone con el tratamiento de estas células con bromelina, es
la fosfahdnlcohna (FTC), fosfo ido de carga neutra localizado en la cara extema de Ia

membrana de las células® ® ®. La FTC que es el fosfolipido mas abundante de la cara |

extema del eritrocito se encuentra recubierta por sialoglicoproteinas que pueden ser
removidas por enzimas proteoliticas tales como la tiolproteasa bromelina BN ©. Los

aFTC son en su mayoria de clase IgM, sin embargo, se han reportado autoanucuerpos .'

naturales de clase IgG que estan regulados por anticuerpos de clase IgM®. Los
anticuerpos de clase I%M son producidos principalmente, mas no exclusivamente, por
células B Ly-1* (CD5"™, un subgrupo de células B que expresa en su superficie el
marcador conocido como CDS que se pensaba era exclusivo de linfocitos T. La proteina de
membrana CDS no esta relacionada con el receptor de superficie para el antigeno del
lmfocxto B. Las células B CD5" representan del 10-15% de los linfocitos c:rculantes y de
bazo®, y constituyen la mayoria de los linfocitos B del bazo fetal humano® y del cordén
umblhc:al67 A estas células se les ha atrbuido la funcién de ser productoras de
autoantxcuerpos naturales de clase IgM®, En ratones se ha determinado que las células B
CD5" que producen aFTC se encuentran concentradas en la cavidad pentonealsa y en las
cavidades ple'uropencardlcas 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 Vy y V. Se ha propuesto que estas diferencias se deben a mecanismos de
seleccion celular que operan especificamente en 1a poblacién de células B CDS o bien en
ese sitio en particular.

El uso de un grupo de genes por los anticuerpos %ue muestran reconocimiento
contra ERBr ha sido demostrado por diferentes autores™ " *“, En el trabajo de Andrade y
colaboradores™, se muestra la distribucién relativa de diez genes Vi y siete Vi con lo que
los autores concluyen que la distribucion es dependiente de la localizacién de las células,
su interaccion con el medio ambiente que las rodea vy la edad de los individuos. Los genes
conocidos que codifican para los autoanticuerpos naturales contra ERBr son:  Vy 81X
(7183), Vi 300-19 (Q52), Vi S107 (S107), Vi X24 (X24), V4 PB14 (J6086), V4 P6-3R1 (30-
60), Vi PNP (V4 11) pertenecientes todos a la familia Vi, 11. De la familia V, los que
codifican para autoanticuerpos naturales son: Vi1, Vid, Vi8, Vi, Vi1, Vi22 y V23,
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Algunos de estos antlcuerpos tienen reac.twadad cruzada contra otros fosfolipidos
zwitteridnicos y/o anidnicos incluyendo cardiolipina’.
Parece ser que en etapas tardias de la vida de ratones NZB, se incrementan los

titulos de anticuemos naturales contra FTC, fenomeno que coincide con un segundo brote
de anemia hemolitica que los lleva a la muerte™. En 1990 nosotros describimos el caso de

un paciente con anemla hemolitica y titulos altos de aCL de clase IgM con reactividad

cruzada contra FTC™, Los anticuerpos purificados de su plasma reconocieron ERBr y
eritrocitos envejecidos in vitro. Este ultimo hallazgo nos sugiere que los autoanticuerpos
contra FTC pueden participar en la eliminacién de eritrocitos envejecidos.

La nocion de que los autoanticuerpos aFL pertenecen al grupo de los
autoanticuerpos naturales se apoya en los siguientes hallazgos primero, la identificacién
de un idiotipo relacionado con el idiotipo publico 16/6™ en el suero de pacientes con
SaFP™, Los anticuerpos que portan dicho idiotipo son codificados por genes de linea
germinal que sufren poca o ninguna mutacion somatica™; segundo, se encontrd ademas
que algunos pacientes con SaFP tienen aumentado el nimero de células B CDS"

circulantes”, subgrupo de células B que es productor de autoanticuerpos naturales, |

demostrado esto Ultimo en modelos murinos.

' 4.6.2 FACTORES INMUNOGENETICOS Y aFL

‘-

En los familiares de pacientes con LEG se encontré una aita prevalencia de aFL
(especifi camente aCL), detectados por ELISA, comparados con la poblacién 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 compcnentes del sistema del complemento en los que se ha
reportado la presencia de alelos nulos tanto de C4A como de C4B™

La asociacion de aCL y HLA-DR7 se reportd también en pacnentes con LEG del

norte de ltalia, en tanto que una asociacion entre HLA-DR4 y aCL de pacientes con LEG

fue reportada en un estudio pequerfio realizado en Inglaterra®. Los estudios anteriores
reflejan las diferencias étnicas de la frecuencia de los genes HLA-DR entre dos
poblaciones, Esto también puede reflejar la participacién de los genes HLA-DRR4 debido a
que ambos antigenos estan contenidos en ¢l DRw53 y portan la cadena DRR4. |
En pacientes con SaFP de Inglaterra, se encontraron aumentados en frecuencia el
DR4 y el DRW53. El DR3, DRw52a y la delecion en el gen de C4A que estan fuertemente
-asociados con LEG en pacientes caucdsicos y en la poblacion negra se encontraron
disminuidos en ese estudio, lo cual apoya las dlferenc:as en la predisposicién geneética
cuando se comparan pacientes con LEG definido®. EI DQw7 en estos pacientes se
encuentra aumentado, los autores sugieren que el incremento se debe a desequilibrio de
unién entre el DR4-DRw53 y el DQw7, y que el locus DR esta mas fuertemente asociado
que el DQB en pacientes con SaFP. Aun mas, el riesgo relativo tan alto en pacientes con
SaFP esta dado por el alelo DRwS3, el cual esta presente en todos los pacientes con aCL
positivos de este estudio, lo cual sugiere que este alelo puede jugar un papel directo en el
desarrallo de respuesta autoinmune contra fosfolipidos®'.
En un estudio realizado en patientes mexicanos se encontrd asociacion con el DR-
5 (DRB1*1201) y susceptibiidad a desamollar SaFP®. EI DR5 se encontrd
significativamente aumentado en pacientes con SAFP, lo cual apoya la nocién de que la
cadena R del DR y DQ tiene secuencias relacionadas con la produccion de aFL en estos
pacientes. Recientemente el mismo grupo de investigadores tipificaron los genes DRR y
DQR de los 17 pacientes mexicanos con SaFP, por la técnica de reaccion de polimerasa en
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cadena (PCR) usando sondas de DNA complementan‘o‘r’. La frecuencia de los genes HLA-
DRS y DRw52 estuvo significativamente aumentada en los pacientes con el SaFP al
compararia con la frecuencia de estos alelos en los controles (200 haplotipos de sujetos
nomales). En el estudio se muestra que 14 de los 34 cromosomas de los pacientes
presentaron el alelo DRw52 sin estar presente el DRS lo que sugiere una parhc:pacxon )
independiente de los genes DR1 y DRR3 en el desarrollo del SaFP,

Otros datos que apoyan la participacion de factores mmunogenehcos en el

- desarraollo del SaF recide an el estudio de familias en las que se ha encontrado mas de un

miembro con el SaFP, asi como el estudio de familias con un miembro con SaFP y otro u

“otros con LEGB"

4.6.3 DES-REGULACION INMUNE Y aFL

La des-regulacién inmune trae como consecuencxa una excesiva producc:on de
autoanticuerpos, incluyendo los aFL, que es un punto cardinal en pacientes con LEG®. En

los pacientes con SaFP puede también ocunir des-regulacién inmune que aparentemente
, _es dlferente a la que ocurre en pacsentes con LEG u otras enfermedades autonnmunes L SR
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El anahs:s semloglco de sdlohpos ha permmdo incluir cxertos memnlsmos en la
generacion de autoanticuerpos, a pesar de que el origen de esta respuesta adn no se
define. Los estudios de las actividades biolgicas de los idiotipos y sus ant-idiotipos han
iluminado ciertos puntos en el desencadenamiento de las enfemedades autcinmunes.
Shoenfeld y Mozes®, mostraron que la inmunizacién de ratones normales con un
anticuerpo monodonal humano que porta el idiotipo 16/ produjo una enfermedad con
caracteristicas clinicas, serologicas e inmunopatoldgicas iguales al LEG. Estudios
posteriores demostraron que también un anticuerpo anti-idiotipo puede producir el mismo
fendmeno, lo que sugiere que la perturbacion 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 sujétos controles. Los resultados sugieren que la
alteracién de la red del 16/6 también puede ocurrir en seres humanos con enfermedades
autoinmunes®” |

En modelo murinos se ha podido demostrar que la mampulacxon de una red de
anti-idiotipos puede inducir la produccién de autoanticuerpos®. La regulacién de Ia
respuesta autoinmune por interacciones idiotipo-anti-idiotipo también ha sido demostrada®.

La observacion de idiotipos con reactividad cruzada entre los anticuerpos contra la
proteina p24 gag del virus de inmunodeficiencia tipo 1 y los anticuerpos anti-Sm del suero
de pacientes con LEG, sug:ere que el desamollo de un proceso infeccioso juega un papel
importante en la generacion de una poblacidn ndlotiplca via mimetismo molecular’’. Con la
des-regulacién de éstos anticuerpos por un mecanismo de retrcalnmentac:on positiva, no
dependiente de idiotipo, se puede intehsificar y perpetuar la respuesta™.

La posibilidad de que algunos aFL pueden ser anticuemos anu-ldiobpo de otros
anticuerpos emerge a consecuencia del descubrimiento de un anticuerpo de cabra contra
proteina 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-proteina C, también se
comportaron como aCL%, |

4.6.5 aFL INDUCIDOS POR FARMACOS

A algunos pacientes que reciben tratamiento con clorpromazina se les han
detectado titulos altos de aFL*, este farmaco, puede inducir LEG®, asi como en algunos
casos, la produccion de AAN en ausencia de manifestaciones clinicas de lupus o cualquier
otra enfermedad autoinmune®,

4.6.6 aFL INDUCIDOS POR INFECCIONES

rd

| El primer aFL reportado fue el relacionado con sifilis, que posteriomente se usd
para el diagndstico serolégico de esta enfermedad. En procesos infecciosos virales

‘también se ha podido demostrar el incremento en los titulos de aFLY. En pacientes con el

virus de inmunodeficiencia adquirida (HIV), el incremento en los titulos de estos anticuerpos
se ha atribuido a infecciones cportunistas™ *, sin embargo, Maclean y colaboradores

proponen que el virus es por si mismo capaz de inducir la produccion de aFL'™,

4.6.7 aFL Y ANEMIA HEMOLITICA .

En el trabajo publicado por Delezé y colaboradores se encontrd una fuerte
asociacion entre la anemia hemolitica y aCL de clase IgM a titulos altos en pacientes con
LEG™'. El papel patogénico de estos anticuerpos en la produccidn de la anemia hemolitica
se ha hipotetizado pero aun no existe demostracion directa. La razon por la cual se duda
de que los aFL tengan un papel patogénico en la anemia hemolitica es el conocimiento de
que los FL anidnicos se localizan en la cara intema de las membranas celulares y por lo

tanto no quedan expuestos a dichos anticuerpos'™ '®. No obstante, se ha reportado que .

en eritrocitos que han sufrido dafio en la integridad de su membrana los fosfolipidos (FL)
anidnicos pueden exponerse en la cara extema'” y de esta manera pueden dar origen a

anticuerpos patoqgnicos que tienen capacidad de reconocer fosfolipidos zwitteridnices por

reaccién cruzada ™. , -

En el trabajo de Cabral y colaboradores™ se reportd un paciente con anemia hemolitica
'y aFTC unidos a sus eritrocitos en el momento de hemdlisis activa. Los autores reportan
ademas, que los anticuerpos eluidos de los eritrocitos reconocen eritrocitos de ratén
tratados con bromelina (ERBr), y que al estar presentes las proteinas del complemento
producen hemdlisis. Los anticuerpos reconocen ademas 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 hemalitica de los aFL en el
humano. En 1961 Jenkins y Marsh reportaron tres pacientes con anemia hemolitica y
prueba seroldgica para sifilis falsa positiva, a los pacientes se les detectaron ademas,
anticuerpos que reconocian eritrocitos almacenados y tratados con enzimas'®, Oken vy
colaboradores describieron un paciente con anemia hemolitica y prueba de Coomb's
positiva, VDRL positivo, IgM sérica aumentada asi como factor reumatoide posiu’vom.
Cooper y colaboradores reportaron un paciente con linfoma y antecedentes de anemia
hemolitica quien desamolio un anticuerpo monaclonal IgM, que debido a la reaccién
fuertemente positiva para VDRL se encontré que reconocen CL y FTC. Estos dos
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fosfolipidos junto con el colesterol forman el antigeno de la prueba de VORL'". Del Papa y
colaboradores describieron un paciente con SaFP, anemia hemolitica y crioglobulinemia
cuyos anticuerpos eluidos de sus eritrocitos presentaban reactividad cruzada con CL. El

isotipo de los antlcuerpos detectados fue IgG y reconocian exclusivamente con fOSfOleldOS .

de carga negatlva

4.6.8 SINDROME DE ANTICUERPOS ANTI-FOSFOLIPIDOS (SaF)

. La existencia del SaF como entidad clinica propia estd cada vez mds definida y
dehmltada Diversas manifestaciones clinicas se correlacsonan con la presencia de aFL en

- el suero y ain en otros liquidos bioldgicos como orina'®. Las manifestaciones clinicas

_incluyen una alta frecuencia de oclusiones vasculares que habian sido originalmente
observadas en pacientes con anticoagulante lup:co (AL) positivo y prueba seroléglca para
sifilis falsa positiva®™ "°, Uno de los trabajos mas extensos y con mayor nimero de
pacientes estudiados es el elaborado por Alarcén-Segovia y colaboradores en 1989™, e
el que se estudiaron los aCL de 500 pacxentes con LEG mediante ELISA, usando CL como
antigeno. Las manifestaciones clinicas que se encontraron significativamente asociadas
con la presencia de aFL a titulos altos fueron: trombosis venosas (particulamente las que
se presentan en forma recurrente), trombocitopenia, anemia hemolitica, ‘perdida fetal

"debido a la baja frecuencia con la que se presentan en pacientes con LEG. Para definir
mejor la significancia de la asociacion los autores usaron dos estrategias, una de ellas fue
el estudio de un ndmero grande de pacientes con la manifestacién clinica en cuestion

(fuera del grupo de los §00 pacientes estudiados) y la otra fue el mveshgar la presencna de |

las manifestaciones en pacientes con SaFP. ;
‘También se han asociado la presencia de aFL con valvulopatua cardiaca' y con
hipoadrenalismo que se ha encontrado en pacientes con SaFP'™®, La corea no

estreptocdccica 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 SaFP™. Algunas
manifestaciones clinicas 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 IgM la anemia hemolitica, las ulceras en piemas, el hvedo retlculans la
hipertensién pulmonar y la mielitis transversa.

Los pacientes con SaF pueden tener titulos altos de los aFL en forma persnstente
detectados por ELISA, aln cuando el ensayo de AL retome a la nomalidad. Ishii y
colaboradares™ analizaron un grupo de pacientes con LEG e identificaron dos subgrupos:
uno que mostré persistentemente titulos altos de aFL y otros con incrementos eventuales
pero generalmente con titulos bajos (normales) de los aFL. El subgrupo con aFL
persistentemente altos presentan las manifestaciones clinicas asociadas al SaF, sin
variacion en los titulos del anticuerpo con la actividad de la enfermedad y una baja

- frecuencia de nefritis lipica. E! subgrupo con titulos intermitentemente altos presenta soélo

algunos sintomas del SaF, los titulos de los anticuerpos aumentan: con los periodos de
exacerbacidn de la enfermedad y tienen una alta frecuencia de nefritis lipica.
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4.6.9 EPITOPES RECONOCIDOS POR LOS aFL

Los aCL tienen una amplia reactividad cruzada contra otros fosfolipidos de carga
negativa'®. Esto es verdad particulammente en anticuerpos de clase IgG de pacientes con

LEG, en tanto que, los anticuerpos de clase IgG de pacientes con sifilis, los de clase IgM -

de pacientes con LEG, SaFP y sifilis reconocen ademds FL zwitterionicos™ "™ ™, En

algunos pacientes se han reportado aFL que reconacen fosfatidiltanolamina (FTE), estos
anticuerpos no muestran reactividad cruzada contra cardidlipina, por lo que se ha
propuesto que el reconocimiento es especificamente de la LisoFTE, un producto de
degradacion de la FTE que tiene reactividad cruzada parcial con CL"°. El reconocimiento
especifico de la FTE es importante debide a que los anticuerpos que reaccionan contra
este FL lo hacen cuando se encuentra en fase hexagonal Il (que es una conformacion
espacial diferente a la que forma la capa lipidica), no existiendo reconocimiento del FL en la
fase lamelar'®, Los fosfolipidos in vivo se disponen en fase lamelar (bicapa). Con ello se
puede pensar que al tomar una conformacion 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 Janoff'?,

mostré que la FTE en fase hexagonal es mas inmunogénica que en fase lamelar en

ausencla de adyuvantes. Los aFL resultantes de esta inmunizacion fueron fuertemente
reactives contra FTE, mostraron reactividad cruzada contra cardiclipina y tuvieron actividad

funcional de AL. Otro punto Importante relacionado con el epitope 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 &acidos
grasos. El reconocimiento de dicha cadena depende del tamafo de ésta'’. La importancia
de |a cabeza polar de los FL se ha observado tanto en anticuerpos derivados de pacientes
con sifilis como en aquellos derivados de pacientes con LEG'2, Por otro lado existe el
reporte de un estudio en el que se encontrd que la union de los aFL es dependiente de |a
cadena de 4cidos grasos y requiere de cadenas de 14 atomos de carbono como minimo'>,

De acuerdo a los estudios reportados por Pengo y colaboradores'®, es muy

probable que no todos los anticoagulantes "Lupicos" circulantes sean el mismo aFL. En un

. estudio en el que se fracciond el plasma de dos pacientes con titulos altos tanto de aFL

como de AL se encontrd, que cada una de las actividades se localizaron en fracciones
diferentes'?, Valesini y colabaradores aisldron anticuerpos aCL y encontraron que estos
prolongaban el tiempo parcial de tromboplastina activada de forma dosis-dependiente'.
En otro estudio se encontré que 15 sueros con AL positivo tuvieron aFTE y fueron inhibidos
en el reconocimiento de éste FL con tromboplastina. Sin embargo, la mayoria mostrd
reactividad cruzada con CL™. '

Se ha observado que la reactividad cruzada es principalmente entre FL cargados
negativamente ggel DNAcs pudiendo extenderse al reconocimiento de plaquetas y células
endoteliales™® %,

Por ofro lado, en 1990 se postuld la aparente importancia de la B.glicoproteina-|
(RGP-l) para la deteccidn de los aFL in vitro. Tres grupos en forma simultdnea reportaron
que los aFL purificados de sueros de pacientes con SaF reaccionaban con fosfolipidos de
carga negativa en presencia de la R,GP-l sin mostrar reactividad contra fosfolipidos
anidnicos solos ni contra R,GP- sola &n el ensayo de ELISA™'®, Aparentemente los aFL
reconocen un epitope del complejo formado entre la B,GP-| y fosfolipidos de carga
negativa, dicho complejo, se propuso que podria funcionar como un modelo de acameador-
hapteno'®, ' '

En diversos trabajos se ha reportado que los aFL de los pacientes con
enfermedades autoinmunes como LEG y SaFP reconocen a los fosfolipidos aniénicos sélo
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si estd presente la R,GP-I™*™ y que los aFL de los pacientes con enfermedades

infecciosas, como la sifilis, tienen mayor reactividad contra la CL sola, e inclusive al estar
presente la B,GP-| en el ELISA la reactividad de los aFL no se modifica o disminuye,
probablemente por-competencia con los fosfolipidos.
La diferencia en e! requerimiento de la R,GP-I| entre los aFL de los pacientes con
enfermedades autoinmunes y los aFL de pacientes con enfermedades infecciosas permitio
a Matsuura y colaboradores™ clasificar a los aFL en dos grupos: los aFL autoinmunes que
‘requieren de la B,GP-l para su deteccion in vitro, se encuentran presentes en pacientes
con enfermedades autoinmunes y se asocian a ciertas manifestaciones clinicas como
trombosis, trombocitopenia, perdida fetal recurrente, etc. El segundo grupo, el de los aFL
no autoinmunes, no requieren de la R,GP-l para su deteccidn in vitro, se encuentran
.- presentes en pacientes con infecciones como sifilis y no se asocian a manifestaciones
~ clinicas. Segun lo anterior, los aFL autoinmunes estan reconociendo el complejo BzGP I-FL
 ylos no autoinmunes reconacen al FL propiamente dicho™* 1%,
Recientemente Viard y colaboradores™ publicaron que los pac:entes con LEG con
~ manifestaciones trombdéticas, tienen anticuerpos de clase 1gG dlﬂgIdOS contra la RB,GP-I.
~ Hallazgo que fue confimado por Arviux vy colaboradores'® y por Shoenfeld y
colaboradores™'. La R,GP-l es un anticoagulante natural que inhibe la via intrinseca de Ia
cascada de la coagulacion y la actividad de protrombinasa de las plaquetas humanas
3 funciones que ubican a la B,GP-l como un potente inductor de procesos tmmboucos |
en el caso de ser blanco de autoanticuerpos. En 1995 Cabral y colaboradores'™ estudlaron ,
- un grupo de pacientes con SaFP y encontraron que el 86% tuvieron ak;GP-l de clase IgG,
sus estudios de inhibicién con micelas de CL mostraron que los aR,GP-| y los aCL son
autoanticuerpos diferentes que pueden estar en fonma simultanea en pacientes con SaFP.
Los pacientes con LEG pueden tener ademds las manifesatciones clinicas del
SaF'. La presencia de aFL en estos pacientes se asocia a manifestaciones
hemocitopénicas y vasculares™ 0 sm embargo, existe un grupo de pacientes con LEG
- que tienen SaF pero sin aFL sencos . En 1995 Cabiedes y colaboradores™’ estudiaron
un grupo de pacientes con LEG y SaF con y sin aFL sericos y encontraron que las
manifestaciones clinicas del SaF se asocian con mayor fuerza a la presencia de al,GP-|
. que a la presencia de aFL. Aparentemente la generacién de procesos trombéticos
asociada a la presencia de aFL en enfermedades autoinmunes, se debe a aFL y/o a,GP-I
que reconocen a la B,GP- nativa o modificada por FL de carga negativa. ‘
Lo anterio sugiere que los anticuerpos dirigidos contra los fosfolipidos propzamente
~ dichos son anticuerpos cuyo ongen fué un proceso infeccioso, o bién que son ant:cuerpos
- naturales que reconocen FL aniénicos y/o neutros.

b

| 4,610 HETEROGENEIDAD FUNCIONAL. E iNMUNOQUlMICA DE LOS aFL.

La mayoria de los aCL tiene reactividad cruzada con otros FL anidnicos, sin
embargo, sélo algunos reconocen también FL zwitteridnicos. Esta reactividad puede estar
relacionada con el isotipo del anticuerpo, de ésta manera tenemos que anticuerpos contra
FL aniénicos pueden ser de clase 1gG o IgM en tanto que anticuerpos contra FL
Zwitteridnicos son con mayor frecuencia IgM. En la tabla 6 se muestra la clasificacion de los
FL de acuerdo a su carga y al isotipo de los anticuerpos reactivos contra cada uno de ellos.
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| Tabla 6 4
Carga de los fosfolipidos e isotipo de los anticuerpos anti-fosfolipidos

Fosfolipidos - Isotipo
‘ Anidnicos
Cardiolipina (CL) 1aG, IgM
Fosfatidilserina (FTS) ‘ IgG, IgM
Fosfatidilinositol (FT1) | _  1gG, igM
. _ Zwitterionicos

Fosfatidilcolina (FTC) | IgM
Fosfatidiletanolamina (FTE) | laG, IgM
Esfingomielina (EM) - 1gG, IgM

Tomada de la referencia nimero 148

Como se menciond, los aCL requieren de la B,GP-| para ser detectados ,ﬁen el o

-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 B,GP-1.

El requerimiento del cofactor no necesariamente en un fendmeno de todo 0 nada. Algunos
sujetos pueden tener aCL detectables en ausencia del cofactor y con la adicién de R,GP-I

el reconocimiento del anticuerpo puede incrementarse'’. 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 anionicos, aquellos que en
presencia del cofactor se incrementa su reconocimiento, aquellos que no requieren del

. cofactor para reconocer al fosfolipido y aquellos que reconocen al fosfolipido propiamente

dicho. ' < :
Existen aFL tanto de clase IgG como de clase igM que pueden ser detectados
‘porque producen prolongacion del tiempo parcial de tromboplastina activada (TPTa), sin
corregir con la adicién de plasma nomal. Esto indica, que esta presente un inhibidor (AL)
mas que una deficiencia de factores de la coagulacidn. Algunos de los AL tienen
reactividad cruzada 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 I%DG requieren de

protrombina mas que de B,GP-l1 como cofactor para reaccionar con FL™. Se desconoce

aun si los aFL de clase IgM con actividad AL requieren o no de la protrombina como
cofactor, | |

Los anticuerpos contra FL zwitteridnicos son principalmente y en algunas
instancias, exclusivamente de clase IgM™ ', Tal es el caso de los anticuerpos reportados
contra FTC que son todos de clase IgM'. La reactividad cruzada que muestran estos
‘anticuerpos con CL fué lo que permitié su deteccidn. '

En experimentos realizados por Reininger y colaboradores en [os que se inocularon
ratones iradiados, con células B de ratones NZB8 de diferentes edades, se encontrd que
las células provenientes de ratones viejos producen mds anticuerpos contra ERBr, éste
fenémeno coincide con el desarrollo de anemia hemolitica que lleva a la muerte a los
ratones receptores™, 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 desarollo de
anemia hemolitica' y Ia presencia de aFTC, esta manifestacién se ha identificado también
en pacientes con SaFP™ y en pacientes con LEG™.

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

TABLA 7
Clasificacidén de los aFL

I. aFL reactivos contra fosfolipidos aniénicos
“A. Reconocen CL en el ELISA (aCL) o
1.- Requieren de #,GP-| como cofactor
- 2.- No requieren de B,GP-| como cofactor
B. Con actividad AL~~~ .
1.- Requneren de trombina como cofactor e
' 2.- No requieren de trombina como cofactor = ,;\L:'é"*‘ L

. . .-\.L_ ".'".A z
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Il aFL reactlvos contra fosfolipldos zwnttenénicos L
A. Reactivos contra FTC en el ELISA y de entrocatos T
tratados con bromelina (EBr). - ST
1.- Con reactividad cruzada contra CL en el ELISA
2.- Sin reactividad cruzada contra CL en el ELISA
B. Reactivos contra otros fosfolipidos zwitterionicos ~

- ll. aFL escondidos (aCLE)

"IV, aFL reactivos contra otras proteinas plashéticas |
A. Reactivos contra proteina S unida a FL ‘
B. Reactivos contra proteina C activada unida a FL

~ Tomado de la referencia nimero 148

La clasificacion se apoya en los siguientes puntos: 1) los aFL's mas que un simple
anticuerpo constituyen una familia de autoanticuerpos; 2) un aFL puede tener reactividad
cruzada con otros fosfolipidos, asi como con otros antigenos (v.g. DNA, vimentina, etc.); 3)
en el suero de un paciente puede haber una mezcla de varios tipos de aFL con
caracteristicas Inmunoquimicas y propiedades biologicas diferentes; 4) algunos aFL
pueden ser autoanticuerpos codificados por genes de linea germinal, en tanto que ofros
pueden ser dirigidos por antigeno y sufrir mutaciones o hipermutaciones somaticas; y 5)
aun cuando sean codificados por genes de linea germinal contra un sélo FL puede haber
heterogeneidad de reconocimiento debida a la participacién de diversos genes que

- codifican para los fragmentos que constntuyen los dominios vanables de las cadenas
pesadas y ligeras de los aFL. '

.
'
.

_
I
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4.6.11 ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA ESCONDIDOS (aCLE)

En 1989 Cheng y colaboradores™ comunicaron que el calentamiento de sueros

humanos normales (SHN), de pacientes con LEG y de pacientes con sifilis, a 56°C durante p
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 fraccion IgG al pasarios
por columna de proteina A (Prot-A). E! incremento de los titulos de aCl detectados por
ensayo inmunoenzimatico ELISA es evidente tanto en el suero de individuos sanos como
de pacientes con LEG y sifilis. Los datos presentados en el reporte sugieren la presencia

~de un factor senco termolabil que impide, en condiciones normales, la deteccion de los

aCL por ELISA™ .
Los sueros que han sido analizados para VDRL, -técnica que utiliza la inactivacion

con calor-, no muestra una alta frecuencia de positividad, lo cual sugiere que la
potenciacion por calor de los anticuerpes que reconocen CL pura en el ELISA son una -

poblacion diferente de aFL de la que reconoce la mezcla de CL, FTC y colesterol en el
VDRL. Las diferencia antigénicas entre la CL lnmowhzada en las placas de ELISA y la CL
del antigeno VDRL habian sido ya reportadas por Harris™ y colaboradores en 1988 para
los aCL “nativos”.

El fendmeno de potenciacion de la actividad aCL ocurre dentro de limltes muy

~estrechos de temperatura, entre los 45 y 60 °C'* ", 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 §6°C y se varia el tiempo de incubacion, se observa un

incremento rapido de los niveles de aCL de isotipo 1gG (aCL-IgG) e IgM (aCL-IgM) a los 30

minutos, fendmeno que se mantienen por dos horas aproximadamente’ ™ En este tiempo
se alcanza el maximo de liberacidn de los aCLE y postenormente comienza el descenso,
posiblemente porque el anticuerpo se desnaturaliza. |

Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que existen aFT C a titulos
bajos, con reactividad cruzada con CL en el suero de sujetos clinicamente sanos'™®, Estos
anticuerpos son exclusivamente de isotipo IgM y tienen una importante pol:rreactwidad
cruzada con estructuras como DNAcd, DNAcs, vimentina, &cido fosfatidico (AF) y
fosforilcolina (FRC). Ademds, son inhibidos con gamaglobulina agregada (GGA) y
reconocen eritrocitos humanos y de ratdn tratados con bromelina, Las caracteristicas de los
aFTC sugieren que pertenecen a la familia de los autoanticuerpos naturales.

La des-regulacién inmune trae como consecuencia una produccion exagerada de
autoanticuerpos, incluyendo aFL, que puede ser cardinal en pacientes con LEG®. En
pacientes con SaFP puede también ocurrir una des-regulacion inmurie que al parecer es
diferente a la que ocurre en pacientes con LEG u otras enfermedades autoinmunes, pues
da origen a la produccion exagerada de autoanticuerpos de una sola familia, 1a de los aFL.

Recientemente Cabral y colaboradores publicaron el caso de un paciente con
anemia hemolitica autoinmune que presentd titulos altos de aFTC de clase IgM con
reactividad cruzada con CL'™. Los aFL eluidos de los eritrocitos del paciente al momento
de hemdlisis activa reconocieron CL. y FTC por ELISA y se unieron a ERBr, asi como a
entrocitos almacenados. Los aCLE tambien reconocen ertrocitos bromelinizados o
envejecidos por almacenamiento™ y eritrocitos de camero'™. En el trabajo de Hasselaar y
colaboradores™ los aCLE estudiados no mostraron reactividad cruzada con DNAcd, sin
embargo, no se probd ningun otro antigeno. Se desconoce si estos anticuerpos reconocen
otras molécutas como DNAcs, FRC o vimentina,
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Hasta la fecha se han descrito dos categorias de aFL presentes en sujetos
clinicamente sanus, una de ellas, la mas estudiada es la de los autoanticuerpos que
reconocen FTC, que como ya se menciono son exclusivamente de isotipo IgM, se
encuentran a bajas concentraciones, son polirreactivos y no requieren de la 8,GP-| para su
deteccion in vitro. Su capacidad hemolitica sugiere que participan en la depuracién de
eritrocitos envejecidos o que han sufrido algin dafio en su integridad. La otra categoria de
aFL es la de los aCLE que se detectan sélo despues del tratamiento de sueros humanos
nomales a 56 °C durante 30 minutos. Se desconoce aun, la naturaleza del inhibidor

- termolabil que los oculta y las caracteristicas de los anticuerpos que componen esta familia
.deaFL.

Los anticuerpos anti-cardiolipina escondidos son autoanticuerpos que reconocen

-
i

~ fosfolipidos tanto de carga negativa como neutros y no tienen reactividad cruzada con otras ~ -
- moleculas (DNAcd, DNAcs, vimentina, etc.), por lo que el factor termolabll que oculta su
o actlv:dad debe ser de naturaleza fosfohp:dlca : L

. -~
. -
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€ QRUETIVOS

Estudiar la frecuencia de los aCLE en una poblacion clinicamente sana de Mexico.
Determinar el isotipo de los aCLE en la poblacion sana. _
. Determinar si los aCLE se encuentran presentes en sujetos con enfermedades
- autoinmunes (LEG y SaFP) e infecciosas (sifilis).
Determinar los requerimientos del Bzgllcoprotesnad de los aCLE.
Determinar si los aCLE reconocen otros fosfolipidos (de carga negativa: FTS, FTI
FTE, AF o de carga neutra: FTC, FTG) u otros antlgenos (DNAcd, DNAcs, vimentina
o GGA).
6. Identificar el posible papel como anticoagulante circulante de los aCLE.
7. Aislary purificar los aCLE.
- 8. Identificar la naturaleza fisicoquimica del factor termolabil que oculta a los aCLE de
sujetos sanos. :
+ 9, Determinar si los aCLE cruzan la barrera filogenética de mediante su estudlo en los
ratones normales (Balb/c) y en los autoinmunes (NZB).

W~

o h
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Z. SUJETOS DE ESTUNIO
~ Se estudiaron 100 sueros de individuos sanos (SHN), 50 de pacientes con lupus
entematoso generalizado (LEG; 25 con manifestaciones clinicas y seroldgicas de SAF y 25

sin manifestaciones), 22 sueros de pacientes con sindrome de anti-fosfolipidos primario
(SaFP) y 25 de pacientes con sifilis de acuerdo a las siguientes definiciones:

INDIVIDUQOS SANOS. Suletbs clinicamente sanos de ambos sexos entre 18 y 60
anos de edad en cuyos sueros los examenes de laboratorio para sifilis, hepatitis B y VIH
fueron negativos.

PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO GENERALJZADO. Indwnduos que
reunieron los criterios propuestos por el Colegio Americano de Reurnatologua161 y los
criterios propuestos por Alarcon-Segovia y colaboradores para la clasifi cac:on de pacientes
con sindrome de anti-fosfolipidos asociado a lupus eritematoso generallzado

PACIENTES CON SINDROME DE ANTI—FOSFOL/PIDO PRIMARIO. Individuas
que reumeron los criterios de clasificacidon propuestos por AIarcén-Segovia y

'colaboradores . | IR

B PACIENTES CON SIFILIS. Ind:wduos con datos clinicos de la enfermedad VDRL y B

FTA positivo, sin datos climcos de otra infecciéon o enfennedad concomltante .

Para la bisqueda del fendmeno en ratones normales y autommunes se estudlaron
20 sueros de dos cepas murinas: 10 de ratones autoinmunes NZB y 10 de ratones

- nomales Balb/c.
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8. MATERIALES Y METQDOS

8.1 Liberacion de los aCLE por calentamiento. De 50 a 500 pl de suero (sin tratar o
adsorbido con miceles de fosfolipido) se depositaron en tubos eppendorf de 700 i, se sellaron con
papel sera (Parafim) y se pusieron en baro maria 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 mds de 2 dias). La pérdida de volumen por evaporacion se midio

. depositando una alicuota de 100 il de sueros sin tratar en dos tubo eppendorf, uno de ellos se

dejé a TA por 30 minutos y el otro se metiéd en un bafio maria a 56 °C y se incubd por 30 minutos.
Al terminar la incubacion se dejé que los sueros tratados a 56 °C se enfnaran a TA y se midio el
olumen en ambos tubos. '

8.2 ELISA estandar y modificado para la deteccion de aFL. .Se'sénqs‘fbiliz’ar'l"én placas

de poliestireno de 96 pozos (Nunc Inc, Danemark 97F 4-39454) con 50 ml de FL (AF, CL,
- FRC, FTC, FTE, FTG, FTl y FTS; SIGMA Chemicals Co, St Louis MO.) a una concentracién de _ i

50 mg/ml, disueltos en alcohal etilico (J. T. Baker). El etanol se evaporé con nitrgeno gas

durante 30 minutos aproximadamente, cambiando de posicion las placa para que el nitrogeno Ly Ty
.. cayera directamente sobre los pozos. Una vez que se. evaporo el etanol, se bloquearon los
. sitios inespecificos con 350 ml de una solucion al 10% de suero bovino fetal (SBF, SIGMA e, 7 U
ensayo estandar) o con 350 pl de una solucion al 1.5 % de albumina sérica bovina (ASB, "% ¥
SIGMA ensayo modificado) en PBS (NaCL 0.15M, Na,HPO, 0.01M, KH,PO, 0.01M pH 7.4) % " .

~ por 2 horas a temperatura ambiente (TA). Postenormente se lavaron las placas 3 veces por L
" 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 estdndar) o en ASB al 1.5 % (ensayo modificado) y se
congelaron toda la noche. A la mafana 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 ul de cada muestra por duplicado en los pozos de las placas sensibilizadas. La
aplicacion de las muestras se hizo en el menor tiempo posible ya que la incubacion 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 menciond anteriormente. El anticuempo anti-

humano conjugado con la enzima fosfatasa alcalina especifico contra IgG o IgM (anticuerpo
anti-cadenas y o g humanas de SIGMA) se diluyé 1:10 000 en SBF al 10% (ensayo estandar)
o en ASB 1.5% (ensayo modificado). Los titulos del anticuerpo marcado se monitorizaron
periddicamente. Las placas con el conjugado se incubaron por una hora a TA. Transcurrida la
incubacion se hicieron 3 lavados como se menciond y se agregaron 200 pl por pozo del
sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA) a una de concentracion de 1mg/mi disueito
en solucién amortiguadora de dietanolamina (J. T. Baker) al 10% y 0.0005 M de MgCl; (J.T.
baker) pH 9.8. Las placas con el sustrato se incubaron a 37°C una hora en la obscuridad y
posteriormente se midid la absorbancia a 405 nm en lector de mlcroELlSA (Labsystems

‘Multiskan MS type 352).

Para la deteccion de los aFL en los sueros de ratdn se siguid Ia musma metodologia,
pero se diluyeron los sueros 1:10 en los amortiguadores mencionados, se aplicaron a los
pozos de las placas sensibilizadas 100 ul los componentes (suros diluidos, conjugados, y
sustrato de la enzima) y se sustituyeron los anticuerpos conjugados anti-humano por

‘anticuerpos anti-ratén (especificos contra cadenas y y y de ratoén conjugados con fosfatasa

alcalina, SIGMA) diluidos 1:1000 en los amortiguadores mencionados. El ensayo en general
se cormrid de la manera antes mencionada.
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8.3 ELISA para detectar actividad anti-DNA. Los anticuerpos contra DNA se midieron
de acuerdo a la técnica reportada por Koike' con algunas modificaciones. Se sensibilizaron
placas de polipropileno de 96 pozos (Nunc) con 100 pml de albimina sérica bovina metilada
(ASB-M) (SIGMA) a una concentraciéon de 0.1% en PBS, las placas se incubaron durante 2
horas a TA. Transcurrida la incubacion se descartd la solucién de ASB-M y se adicionaron 50
pl de DNA nativo o desnaturalizado (DNA de timo de termera, SIGMA) a una concentracion de
10 mg/ml en PBS que contenia EDTA 1mM (PBS-EDTA) y se incubd 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 inespecificos 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 contenia 0.05% de Tween 20 (BIO-RAD). Las muestras se diluyeron 1:100 en
PBS-EDTA-ASB, en cada placa se incluyd una curva de diluciones seriadas del suero de un

‘paciente con LEG con titulos altos de anticuerpos anti-DNA medidos por la técnica de Farr

(RIA). A cada pozo y por duplicado se adicionaron 100 i de la dilucién y se incubd una hora a
temperatura ambiente. Después de § 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 (especifico de
cadenas y o M, SIGMA) disuelto en PBS-EDTA-ASB a una concentracion 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 menciond anteriormente, Por ditimo se
adicionaron 100 pl/pozo del sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA) disuelto en
amortiguador de dietanolamina (dietanolamina 10%, MgCl; 0.0005M pH 9.8} y se incubaron a
37°C por una hora a TA. Se adicionaron 50 pl de una solucion de NaOH 3N para detener la
reaccion y posteriormente se midié la absorbancia a 405 nm en un lector de microELISA
(Labsystems Multiskan MS type 352).

8.4 ELISA para detectar la actwudad de factor reumatonde (FR). Se sensibilizaron

placas de 96 pozos (Nunc) con 100 pl/jpozo de una solucién de IgG (SIGMA) cuya

concentracién era de 10.8 pg/mi y se incubaron toda la noche a 4°C en camara humeda. Se
lavaron las placas tres veces con aproximadamente 300 pl de albamina 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 adhirid. 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 incluyd una curva dosis-
respuesta de un suero con FR(+) detectado por nefelometria, 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 incubacion las placas se lavaron tres veces
como se menciond anteriormente. Se adicionaron 100 ml del anticuerpo anti-humano
conjugado con fosfatasa alcalina (especifico contra la cadena y 0 y humana, SIGMA), a una
dilucién 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 Ultimo se adicionaron 100 plipozo del sustrato
de la enzima (p-nitrofenilfosfato, SIGMA) disuelto en amortiguador de dietanolamina

- (dietanolamina 10%, MgCl; 0.0005M pH 9.8) y se incubaron a 37°C por una hora a TA. Se

aqiqionaron 80 ul de una solucion de NaOH 3N para detener la reaccion y posteriormente se
midid la absorbancia a 405 nm en lector de microELISA (Labsystems Multiskan MS type 352).
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8.5 Adsorcién de los sueros con mFL. Las micelas de los fosfolipidos (FL) se

- prepararon de acuerdo a la técnica descrita por Cabral y colaboradores™. Dos mg de FL

(SIGMA) disueltos en etanol (o el solvente organico en el que se encontraban) se depositaron
en un vaso de precipitados de vidrio de 50 ml y se evapord el solvente con nitrégeno liquido.
En el caso de los extractos clorofomo-metandlicos, estos se depositaron en tubos eppenddorf,
se evaporo el solvente y se siguid la misma metodologia que para los FL comogerciales. Los
FL se resuspendieron en 1 ml de PBS-SBF al 10% que contenia 1.0 ul de Tween 20, se
depositaron en un tubo de polipropileno (12 X 75, ELKAY) y se homogeneizaron 15 minutos
(en un homogeneizador automatico, Vortex). La suspension se centrifugd a 5000 g por 15
minutos a 4°C y se homogeneizé nuevamente 15 minutos, La suspensién de micelas de FL se
uso inmediatamente después de su preparacmn 100 pl de la suspensién de micelas se

depositaron en tubos eppendorf y se centrifugaron a 5000 g por 10 minutos, se elimind el -

sobrenadante y se agregaron 100 pl de los sueros, la mezcla se homogenizd suavemente y

se Incubd media hora a TA, posteriormente se centrifugd a 5000 g y se recuperd el .-

sobrenadante (suero adsorbido) que se deposité en otro tubo eppendorf que contenia micelas

del FL. La operacién se repitié de 10 a 15 veces por suero. Los sueros depletados de aFL se
'pasaron a tubos eppendorf nuevos y se guardaron a4 °C hasta su uso G

. . . - 's.-. '
"f'-r- N Bl '.« N ‘: ] "f"

8.6 Purlf‘cacnén de la fracmén IgG (IgG1 lng e lgG4) de supros humanos y
- murinos (columna de proteina-A). De 500 a 1 000 p! de suero tratado a 56 °C durante 30
- minutos, se pasaron por una columna de Proteina-A sefarosa (S. aureus) recirculando la
muestra por la columna durante una hora mediante una bomba peristéltica. Posteriormente se - .
lavé la columna con PBS 1X (4 veces el volumen de cama) (efluido). La fraccion igG (eluido) -
.. serecuperd de la columna lavando esta con glicina 0.5 M pH 3 (SIGMA) y se recibié en 2.5 mi

de boratos 4X (JT Baker). La recoleccién de las fracciones se monitorizd mediante un detector
de UV (LKB BROMMA modelo 2210). El eluido se dializd contra 4 litros de PBS 1X por 72

horas con dos cambios de solucion de didlisis. Al terminar la dialisis ambas fracciones se

concentraron por filtracion (aparato de concentracion por filtracion AMICON, modelo 8010) con
una membrana de 1200 Kd. Ya concentradas las fracciones se les determind proteinas por el
método de Lowry'™ y por PAGE- SDS165 160 Ambas fracciones se guardaron a 4 °C (menos de
3 dias).

8.7 Deplecién de los sueros humanos y del suero bovino de B,GP-l. Las muestras
(de 200 a 300 pl de suero humano o 10 ml de suero de bovino) se pasaron por una columna
de heparina-agarosa (SIGMA) recirculando la muestra por la columna durante una hora
mediante una bomba peristaltica. Posteriormente se lavé la columna con PBS 0.5 X (4 veces
el volumen de cama) (efluido). La B,GP-| se eluyd de la columna con PBS 1M NaCL pH 7.2-
7.4. El eluido se dializd contra 4 litros de PBS 0.5X por 72 horas con dos cambios de solucién
de dialisis. Al terminar la didlisis ambas fracciones se concentraron por filtracion (aparato de
concentracion por filtracion AMICON, medelo 8010) con una membrana de 1200 Kd. Ya

. concentradas las fracciones se les determind proteinas por el método de Lowry'™® y por PAGE-

SDS™ ', La presencia o ausencia de la proteina se determind por inmunopunto (IP) y por
elpctronnmunotransferencaa (EIT) con un anticuerpo comercial especifico aR,GP-| humana
(Behring werke Akettiengesellschaft, Ingelheim).

8.8 Separacidn de las subpoblaciones de aCl. de los pacientes con SaFP. Los aCL no
escondidos o “nativos” de los pacientes con SaFP se purificaron de acuerdo al siguiente esquema:
primero se inhibieron los sueros con mCL que contenian R,GP-I (100 pg/mi). Los aCL se eluyeron
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 recuperd y se dializd por 72 horas contra cuatro volimenes PBS 1X. Esta

. fraccién, contenia aCL y B,GP-f . La R,GP-I se elimind de la fraccién pasandola por una columna

de heparina-agarosa (ver el punto 8.7 deplecién de los sueros humanos y del suero bovino de
R2GP-1). El eluido de esta columna contenia aCL tanto dependientes como independientes de
la B,GP-I, pero no B,GP-1. La separacién de los aCL dependientes de los independientes de'la
B.GP-| de la fraccién anterior se hizo adsorbiéndola nuevamente con mCL en ausencia de
R,GP-l. El sobrenadante de las micelas contenia los aCL. dependientes de la BzGP ly el eluido
de las micelas contenia los aCL independientes la R,GP-l.

Los aCLE se purificaron de la siguiente manera: una vez depletados Ios 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 proteina-A sefarosa (ver el punto 8.6 Purificacion de la fraccion
IgG [IgG1, 1gG2 e IgG4] de sueros humanos y murinos). La fraccién 1gG eluida, dializada y
concentrada se adsorbid con mCL en ausencia de B,GP-l. Las mCL se centrifugaron y del
sobrenandante se recuperaron los aCL dependientes de 8,GP-! . Los aCL independientes de
la B,GP-l se eluyeron de las mClLcon 500 pl de glicina 0.5M pH 3.0 (SIGMA) y se centrifugaron a
5000 g, esta fraccion se dializé y concentrd hasta aproximadamente 500 pl. Ya purificados los aCL
independientes y dependientes, y los aCLE dependientes e independientes de la EZGPI se
caractenzaron las cuatro subpoblacnones en func:lon de los requenmuentos del cofactor o

8.9 Electrommunotransferencna (EIT) Para la deterrnmacson de Ia presencua 0
ausencia de R,GP-l en los sueros humanos, en el suero bovina, y para caracterizar la pureza

‘de la B,GP-I purificada humana, se corrieron geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio

(PAGE-SDS) al 10% con la técnica descrita por Laemli'™. Las concentraciones de los

amortiguadores tanto de comimiento como de transferencia se hicieron como lo indica el

fabricante del equipo de electroforesis y electrotransferencia (BIO RAD). |
Soluciones: | '

A. Solucion de acrilamida.- Acrilamida (BIO RAD Laboratones Ruchmond CA.) 29.1%
peso/volumen (P/V), NN'- Menlenbls-acnlamlda (BIO RAD) 0.9% (PN) Guardada en botella
ambary a 4°C dura 2 semanas. |
B. Amortiguador de Tns HCl pH 8.8.- Tns-HCI (SIGMA) 1.875 M pH 8.8. A 4°C dura 4 .
semanas, -

C. Amortiguador de Tris-HC! pH 6 8.~ Tris-HCI (SIGMA) 1.25 M pH 6 8. a 4°C dura 4
semanas. . |

D. Solucidn de SDS Dodecil sulfato de sodio (SDS, BIO RAD) al 10% P/V en agua
destilada desionizada (H;Opp). A Temperatura ambiente (aproximadamente 22°C) dura 4
meses.

. E. Solucién de persulfato de amonio.- Persulfato de amonio (BIO RAD) al 10% en
H20pp. Preparar fresco.

F. Amortiguador de tanque Tris-Glicina 10X.- Glicina (SIGMA) 14.42%, Trizma Base
(SIGMA) 3.03% y SDS al 1.0% en HzOpp. A temperatura ambiente la solucion dura 2 meses.
Para usarse se diluyd-uno a diez en H,Opp.

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

(SIGMA) 0. 01%

El gel separador al 10% de acrilamida se prepard de acuerdo a la siguiente formulacién: 5
mi de solucion A, 6.8 mi de H,0pp ¥ 3 mil de solucién B. La mezcla se degacificd poniéndola
en un matraz Kitasato y sometiéndola a vacio por 15 minutos. Se adicionaron 150 mi de
solucion D y 7.5 ml de TEMED (BIO RAD). Finalmente se adicionaron 50 ml de la solucién E.
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Se homogeneizd cuidadosamente y se aplicd al aparato de electroforesis. Sobre el gel
separador se adicionaron 5 ml (aproximadamente) de 1-butanal (J.T. Baker) y se dejé gelificar
por 45 minutos a TA,

El 1-butanol se decantd y se enjuagd el gel 3 veces con 5 ml de H,Opp. El gel concentrador
se preparé de acuerdo a la siguiente formulacion: 800 ml de solucidn A, 3.6 ml de H.0pp y' 500
ml de solucién C. Se degasificé la solucion como se menciond anteriormente y se le agregd
50 mi de solucion D, § ml de TEMED y 17 ml de solucién E. Se homogenizé cuidadosamente

'y se aplicd sobre el gel separador. Inmediatamente después se coloca el peine (plantilla para

carriles) y se dejo gellflc:ar por 45 minutos. Se retird el peine y se lavo tres veces con 5 ml de

La preparacién de las muestras y de los marcadores de pesc molec:ular (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 solucién G, se homogeneizaron perfectamente y se incubaron a 37 °C por .
15 minutos. Las muestras se pusieron en agua hirviendo por § minutos y se enfriaron a TA. Se

 centrifugaron 2 minutos a 3500 ¢ y se aplicaron en los carriles de comimiento del gel

concentrador. Los parametros de corimiento fueron los siguientes 20 miliampers, 200 volts y 2_ L
watts. El tiempo de corrimiento fue de aproximadamente dos horas. [

- Al finalizar el corrimiento el gel se retird del aparato de electroforesis y se deposnto en un -.j |
-recipiente que contenia 35 ml de amortlguador de transferencna (metanol 20% gllcma 0 192 M
'y tnzma-base 0.025 en Hz0pn). - i

« = 'La transferencia se realizd de acuerdo a la tecnlca de Towbm y c:olaborz—adores"“8 En un ';‘:ﬁ

" “cassette de la camara de transferencia se pusieron en el siguiente orden los elementos: 1)
‘esponja; 2) tres rectdngulos 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 rectangulos 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 My Trisma-base 0.025 M). Se cerro el cassette y se metid en la camara de tranferencia.
El papel de nitrocelulosa quedd 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 parametros de transferencia fueron: 120 volts, 30 miliampers por 75 minutos.
Una vez que se completd la transferencia se retird el papel de nitrocelulosa y se blogued 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 acido acético glacial J. T. Bakery

* 90 ml de H,0pp) se destifieron hasta que las bandas estuvieron bien definidas con solucién
" decolorante (90 ml de metanol J. T. Baker, 20 ml de &cido acético glacial J. T. Baker y 90 ml de

H20p00). La otra mitad del papel de nitrocelulosa se lavé tres veces con PBS 0.05% de Tween
20 (BIO RAD) con agitacion constante. Posteriormente se aplicd la dilucion del anticuerpo
comercial specifico aR,GP-l humana (Behring werke Akettien-gesellschaft, Ingelheim) diluido
1:800 en PBSS/leche al 3% y se incubd por 2 hora a TA con agitacion constante. Se lavé tres
veces como se menciond anteriormente y se adiciond 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 incubd a TA con agitacién 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 (Naphtol AS-MX phosphato de
SIGMA a una concentracién de 1 mg/ml y Fast Red SIGMA a una concentracion de 2 mg/ml
en amortiguador de tris) se prepard durante el dltimo lavado y se aplicé sobre el papel de
nitrocelulosa permitiendo que ésta solucidon cubrieroa bien al papel. Se incubé
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aproximadamente 30 minutos a TA con agitacion constante, hasta que el control positivo
mostrd una coloracion bien definida. Finalmente se lavd con H;_ODD

8.10 Detecc:én de Bngl en los sueros humanos y en el suero bovino por
inmunopunto (IP). Para la determinacion de la presencia o ausencia de R,GP-l 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 H,;Opp) por 15 minutos
y se dejaron secar a TA. Se hicieron tres aplicaciones de las muestras (suero bovino o sueros
humanos), en un solo punto. Entre cada aplicacion se dejdé secar perfectamente. Cada
cuadrado de papel de nitrocelulosa se bloqued una 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 (BIO
RAD) con agitacion constante. Posteriormente se aplicd el anticuerpo comercial especifico
an,GP-l humana (Behring werke Akettiengeselischaft, Ingelheim) diluido 1:800 en PBS/leche al
3% y se incubd por 2 hora a TA con agitacion constante. Se lavd tres veces como se
menciond anteriormente y se adicioné el segundo anticuerpo anti-conejo marcado con

fosfatasa alcalina (monoclonal anti-cadena y de conejo, SIGMA) diluido 1:10000 en PBS/leche o

al 3% y se incubd a TA con agitacion 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). Ei sustrato revelador (Naphtol AS-MX phosphato de SIGMA a
una concentracién de 1 mg/mi y Fast Red SIGMA a una concentracién de 2 mg/mi en

- amortiguador de tris) se preparé durante el Ultimo lavado y se aplicd sobre el papel de

nitrocelulosa permitiendo que ésta solucion cubriera bien al papel. Se incubd
aproximadamente 3Q minutos a TA con agitacion constante, hasta que el control positivo
mostrd una coloracion bien definida. Finaimente se lavé con HyOpp.

8.11 Determinacién de la reactividad contra antigenos nuclearés y citoplasmicos

- por IFl. Como sustrato se empled la linea celular HEp -2 (de carcinoma de laringe humano).

Las células crecidas en cajas de cultivo (de 75 cm®) con medio minimo esencial gMEM
GIBCQ), suplementado con SBF (SIGMA) al 10%, L-Glutamina (SIGMA) 2.8X10°
penicilina (SIGMA) 10 Ul/ml, estreptomicina (SIGMA) 0.01 mg/mi, bicarbonato de sodio (J.T.
Baker) 20 mg/ml y HEPES 10 mM (GIBCO, BRL Gaithemburg MD), se propagaron en cajas de
Petri que contenian 5 portaobjetos cubiertos con 35 mi del mismo medio. Cuando en los
portaobjetos se observd 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 circulos primero con lapiz
diamante y luego con lapiz cera en donde se pondran las muestras. Se aplicaron 10 ul de la
dilucién 1:100 de los SHN tratados a 56 °C durante 30 minutos y se incubé la laminilla a TA en
camara humeda por 1 hora. Se hicieron dos lavados con PBS de 10 minutos cada uno y se
dejé secar a TA. Se depositaron 10 pl de segundo anticuerpo (anti-humano polivalente
marcado con FITC, SIGMA) diluido 1:600 en PBS que contenia azul de Evans (Behringweker
AG, Marburg Lahn RFA) a una dilucion de 1:100 y se incubd 1 hora a TA en cdmara humeda.
Se hicieron dos lavados de 10 minutos cada uno con PBS y se dejo secar la laminilla. Para
eliminar la refringencia se agreg6 gliceroi (J.T. Baker) antes de colocar el cubreobjetos La
lectura se hizo en un microscopio de epifluorescencia (Zeiss).

- 8. 12 Purificacién de B,GP-l. La 2,GP-l se purificé de plasma fresco humano de
acuerdo a la técnica descrita por Polz y colaboradores' con algunas modificaciones. 20 ml de
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plasma humano fresco humano se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos para eliminar los
residuos solidos y posteriormente se pasd por una columna de heparina-Agarosa (SIGMA) con
volumen de cama de 45 ml que esta equilibrada con PBS 0.5X, se incubé el plasma dentro de
la columna por 30 minutos. Posteriormente se lavd exhaustivamente hasta que el detector de
UV regresd a su estado basal. Se eluyeron las proteinas que se pegaron a la columna’con
PBS 2M de NaCl (aproximadamente 70 ml), y el eluido se dializé6 contra 4 litros PBS 0.5X
durante 48 horas con tres cambios (Muestra 1). El dializado se concentrd por filtracidn hasta
~aproximadamente 10 ml (Muestra 2) y se precipitd con &acido perclonco al 70 % proporciéon
1:33 (1 ml de acido perclérico a 33 ml del dializado). La mezcla se incubd a temperatura -
~ ambiente (TA) durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo se centrifugd a 5000 g por 30
minutos a 5 °C. Al sobrenadante que contenia la B,GP-| se le ajustd el pH a 8.0 (con NaOH
5.0 M) y se dializd (en bolsas de diélisis con punto de corte de 12000 a 14000) contra 4 litros

. de PBS 0.5X por 48 horas con 3 cambios de la solucién. El sobrenadante se concentré por
filtracion (con membranas que retienen 12000 KD, AMICON) hasta aproxtmadamente 6-8 ml
(Muestra 3). Se determind porteinas (que puede ser por el método de Lowry .) a las tres
muestra 1, 2y 3. El primer andlisis de la proteina purificada se hizo 'mediante "IP. Sila .
muestra 3 que es la que interesaba estaba contammada con otras protemas se htCleron geles o

1-1- Ll

, de gradlente para ehmlnar los contamlnantes e T L e e R ,.,&,;:;";f.‘-%_,_:;:: B TER TN
- ,,) ‘F"‘ ha T v ;JL.ﬂ ;n i L LT S \.b..---n". At 't -«ll""'.‘ O AT ’!."IL ." : fj‘g«,‘:‘ f:f Lo .“" -':‘ ' "." ‘._.“.'" . ~
' v AT A e JL,-F-.." i ’ ER T R
a) Preparacmn del gradlentes 20 % R TR .u_;;-.-sav._';- A R
il r,m«» Pl i St et ey e T e GRESS e ~5~ﬁ'.f ST
‘:a S T g I";',"l:;-: DT .?-‘:--';;.':., s TR S T
mr solucnones L S IR R soluc:én -
*"Acrilamida al 29.1 %, bis- acnlamlda al 0.9 %..... teerrangeierrenrereasnens -_ﬁ.,-_.-;__jA |
l'.lHZOM...........‘.......".-.....'....‘...........'....'....'.....'.‘.....‘..'.; ......... ‘ l..';!'ll'l:f;> :;:";.B 'l’ "
" Trisma-base 1.875 M pH B.8...... .ot s - C
SDS al 10 o/o.:;.;..--.--oucol-ocnnoo-lo.o'cucltnnon.‘ ----------------------------------------- ” D
_ TEMED (SIGMA T-9281)...ccccrticirrrieinersrennnrerresreesienensnees e E .
Persulfato de amonio (BIO-RAD 161-0700) al 10%.........ccovveuvee. F

" “Amortiguador de tris-glicina (144.2 gr de glicina, 30.3 gr de trisma base, 10.0 gr de
SDS en 10 litros). Para un gel de la cdmara de electroforesis de Bio-Rad Miniprotean Il.

Al terminar el comimiento electroforético, los geles se retiraron de la camara y se lavaron
medio minuto con H;Qy44 posteriormente se sumergieron en una solucion fresca de cloruro de
cobre al §% hasta que las bandas de poteinas fueron claras (esta tincion es una tincidn
negativa, es decir que las bandas de proteina no se tifien, lo que se lifie es el gel ya que el
_cloruro de cobre precipita al SDS dando una coloracion blanca y las proteinas quedan de coior
“azul transparente). Cuando se puedan identificar las bandas de proteinas se corta la de 50 KD
(que corresponde a la R,GP-l) y se coloca en amortiguador tris-glicina (amorttguador de

| corrida de los geles de poliacrilamida).

. b) Electroelucién: '

.’ - Cuando se tuvieron entre 15y 20 bandas de 3,GP-| se coIocaron en una bolsa de dlEillSlS con
amortiguador de corrida y se electroeluyeron en una camara de electroforesis horizontal con el

: 3} mismo amortiguiador de corrida de tris-glicina. El corrimiento se hizo por 4 horas a 100-120

‘ volts. Es importante que durante todo el tiempo de corrida el amortiguador permanezca frio

(maximo 15 °C). Al terminar la electroelucién se retird el amortiguador de adentro de la bolsa

de dialisis (contiene la B,GP-1) y se dializd contra PBS durante 48 horas a TA y 48 horas a

4°C. Posteriormente se concentrd hasta aproximadamente 5 mi y se le determinaron proteinas

como se menciond anteriormente. Para corroborar la pureza de la proteina se comio en un gel
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de 10% poliacrilamida-SDS. Una aliquota de la preparacion se envio al laboratorio del Dr

. Possani (Instituto de Biotecnologia Laboratorio 7, Cuernavaca Morelos) en donde estudiaron

la pureza de la proteina por HPLC y la identidad de la misma por secuenciacion de
aminoacidos, la pureza reportada por el Dr. Possani fue de mas del 95% vy la secuencuac:on
de los primeros aminoacidos corrobord que la proteina purificada era BZGP L.

8.13 Diélisis contra amortiguadores hipermolares y de pH bajo. 500 pi 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 17%1 hora a 4 °C contra los siguientes
amortiguadores hipermolares: 1) PBS 1X; 2) PBS NaCL 1.5 M; 3) Glicina 1.5 M; y 4)Trisma-
base 1.5 M. Todos elies 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 variacion de una unidad

de pH). Terminadas las dialisis 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 diélisis se les

~hucneron extraccnones con solventes organlcos (cloroformo y cloroformo metanol)

.f‘?\t'-
QR

8 14 Extraccuones con cloroformo y cloroformo metanol A las soluc:ones de d:alssas .
(hipermolares y de diferentes pH) se les hicieron extracciones con cloroformo de la sngwente ol
manera: Se agregd a los 4 litros de solucidon de dialisis 200 ml de cloroformo y se recuperd la ' -

fase organica, este procedlmlento se repitio dos veces. .El extracto cloroformlco de las

soluciones de didlisis se evaporé con nitrégeno gas hasta aproxnmadamente 1 ml y se 5"

estudiaron los diferentes extractos por CCF. *© e ;, :‘r;,

‘L.as bolsas de dialisis se extrajeron con 5 mi de una mezcla de c!orofon'no metahol (65- _' f |
- 25; VIV). El procedimiento se repitid tres veces. Los extractos cloroformo- metanohco se

evaporaron con nitrégeno gas hasta O SmlY se estudlaron por CCF.

' 8.15 Cromatografia en capa fina (CCF)'®, F’or CCF se estudiaron los extractos de
cloroformmo y cloroformo-metanol. En placas de silica gel H (Merck) se aplicaron 15 yl de las
muestras de los extractos. Se corrieron con el sistema de solventes cloroformo-metanol-agua

(65-25-4 respectivamente; V/V). Las placas se revelaron en una camara cerrada con iodo

resublimado. Las muestras se compararon con fosfohpldos puros (AF, CL, FTC, I‘TS FTI EM,
FTE de SIGMA) : . -

8.16 Determinacién del tiempo de protrombina (TP). El iempo de protrombina se

midié en un fibrometro de Behring (Behring fibrintimer OVFV 03) utilizando los reactivos de la

- casa comercial (Thrombore! ®). Para estudiar si los aCLE tienen reactividad contra los FL que

participan en la cascada de coagulacion se aplicd un sistema de autocontroles que consistid

-en mezclar SHN en proporcion 1:1 con PFN,, y medir por quintuplicado el TP. Los tiempos de

esta medicion sirvieron de control para los mismos sueros, pero tratados a 56 °C durante 30
minutos para corroborar que el TP se prolongd por la presencia de los aCLE liberados en el
SHN, se midié el TP con SHNss inhibidos con mCL y mFTS. También se midid la prolongacion
del TP del PFN,, en presencia de IgG's purificadas de SHNs. La determinacion del TP
consistié en agregar 0.1 mt de muestra (0.05 ml de plasma + 0.05 ml de SHN o SHNsg 0 1gG o

. de SHNsg inhibido con mFL o 1gG inhibidas con mFL) + 0.2 ml de Thromborel ® a 37 °C en

una celdilla del fibrometro esperar 60 segundos y medir la formacion del coagulo de fibrina.

. 8.17 Determinacién del tiempo parcial de tromboplastina activada (TPTa). El
tiempo de tromboplastina parcial activada se midid en un fibrémetro de Behring (Behring
fibrintimer QVFV 03) utilizando los reactivos de la casa comercial (Pathromtin o Neotrhomtin
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®). Se uso el mismo sistema de autocontroles que para el TP. El TPTa de cada muestra se
midié por quintuplicado. Los tiempos de esta medicion sirvieron de control para los mismos
sueros, pero tratados a 56 °C durante 30 minutos. Para corroborar que el TPTa se prolongd
por la presencia de los aCLE liberados en el SHN, se midid el TRPTa con los SHNss inhibidos
con mCL y mFTS. También se midié la prolongacion del TPTa del PFN,, en presencia de IgG's
purificadas de SHNss. La determinacion del TPTa consistid en agregar 0.1 ml de muestra (0.05
ml de plasma + 0.05 ml de SHN o SHNss 0 lgG 0 de SHNss inhibido con mFL o IgG inhibidas
con mFL) + 0.1 ml de Pathromtin o Neotrhomtin ® a 37 °C en una celdilla del rbrometro
esperar 120 seg y medir la formacion del coagulo de fibrina. .

8.18 Tratamiento de Ios SHN con fosfolipasas (Az, B, Cy D). Los SHN y los pozos de
placas de micro ELISA se trataron con fosfolipasas, teniendo en cuenta que tanto el suero humano
como el suero bovino fetal tienen inhibidores de las fosfolipasas razén por la cual los SHN's se
diluyeron 1:20 en PBS (a diferentes pH's) y se les agregd una concentracién relativamente alta de
fosfolipasas (10 unidades Intemacionales 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 dptimas de accion de las fosfolipasas, las

‘cuales fueron; para la fosfolipasa A; (de veneno de abeja Apis meliifera SIGMA) pH = 8.9, 25 °C;

fosfolipasa B (de diferentes especies de vibno SIGMA) pH = 8.0, 37 °C,; fosfolipasa C (tipo [V de C. B

perfringens, C. welchii SIGMA) pH = 7.3, 35 °C; y fosfolipasa D (tipo Il de cacahuate SIGMA) pH =
5.6, 30 °C. Una vez terminadas las digestiones, se neutralizd el pH de las mezclas, se diluyeron ~ -

con PBS 10 % de suero bovino fetal (para inhibir el efecto de las fosfolipasas) y les determind la -

actividad aCL resultante del tratamiento. En el caso de los pozos de las placas de microELISA o

sensibilizados con CL, después de la digestion con las fosfolipasas se hicieron 2 lavados con PBS
y se bloguearon con SBF al 10 % (procedimiento que tuvo un doble efecto, bloquear los sitios
inespecificos e inhibir a las fosfolipasas). La casa comercial que extrajo las fosfolipasas (SIGMA)
proporciond entre otra, la siguiente informacion; una unidad de fosfolipasa A, hidrolizaapH =89y

~ 25°C, 1.0 pmol/min de L-a-fosfatidilcolina y produce L-a-lisofosfatidilcolina mas 4cidos grasos; una

unidad de fosfolipasa B produce a pH = 8.0 y 37 °C, 1.0 umol/min de gliceroifosforilcolina a partir
de L-a-lisofosfatidilcolina de yema de huevo; una unidad de fosfolipasa C produce apH =73y 37
°C, 1.0 pmol de fdsforo orgénico soluble en agua a partir de L-a-lisofosfatidilcolina de yema de
huevo; y una unidad de fosfolipasa D produce a pH = 5.6 y 30 °C, 1.0 ymol/hr de colina a partir de
L-a-lisofosfatidilcolina de yema de huevo.

8.19 Analisis estadistico. El andlisis estadistico se hizo mediante la prueba t de student,
y en los casos en los que una 0 mas de las premisas para la prueba ¢ no se cumplieron se uso la
prueba U de Mann-Whitney. |
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9.‘1 Definicidon de cociente aCLE.

El término cociente aCLE, se acufio para definir al aumento de la actividad anti-

cardiolipina de sueros humanos normales (SHN), después del tratamiento a 56°C durante
30 minutos. Sélo se empled para definir frecuencia e isotipo de las inmunoglobulinas que
_conshtuyen a los aCLE. La expresién matematica que def‘ ne al cociente aCLE es.

X DO.@ del suero a 20 °C

'Cociente aCLE = — .
X DOuos del suero tratado a 56°C, 30"

“ .. Los valores obtenidos son adimensionales por ser un cociente. En el ensayo de

ELISA, la varaciéon permitida intraensayo es del 10% e interensayo del 15%, por ello
propusimos que cocientes aCLE > 1.2 son positivos.

Como en algunos casos los volumenes que se manejaron fueron muy pequenos,
se realizd el siguiente ensayo para determinar la pérdida de volumen por manipulacién y

~ evaporacion en las muestras tratadas a 56 °C durante 30 minutos. De 50 SHN se tomaron

110 pl de muestra por duplicado (en tubos Eppendorf de 0.5 mi). A uno de los tubos se le
incubé durante 30 minutos a 56 °C, se esperd a que alcanzara la temperatura ambiente y
se midié 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

volumen .
n original . 20°C 56 °C valor de p*
60 110 -985+£13 942118 NS

¥ Valoresde p para la prueba fde student.
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9.2 Frecuencia e isotipo de Ios aCLE en sujetos sanos.

El analisis por isotipo de inmunoglobulinas de los 100 SHN arrojo los resultados

mostrados en la tabla It | v
| Tablali |
FRECUENCIA E ISOTIPO DE LOS aCLE DE SHN
Cocienie aCLE
Isotipo >12  enel lirﬁite - <12 |
1gG 940 © . 50 - - 10
IgA O 540 460
- . . IgM 0 . - 333 66.6

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

- 9.3 Cinética de liberacién de los aCLE de sueros humanos normales mcubados a

56°C.

En 1990 Cheng y colaboradores' reportaron que el méximo de liberacién de los
aCLE ocurre a los 56 °C y que temperaturas mayores aparentemente desnaturalizan al
anticuerpo, de manera imeversible, 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 liberacion de los aCLE ocurre desde los primeros minutos de incubacion a §6°C y
alcanza su méaximo aproximaclamente a los 30 minutos, posteriormente se observa una
perdida progresiva de la capacidad de reconocer al fosfolipido, lo que sugiere que el
anticuerpo se modifica ireversiblemente con el tratamiento por periodos prolongados de
exposicion a esa temperatura (figura 1). -
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Figura 1. Efecto del tiempo de incubacién a 56 °C. Los
resultados son el promedio de triplicados de dos experimentos.

La figura ejemplifica la pérdida de la capacidad de los aCLE de reconocer a su
‘antigeno después de haber sido desnaturallzados por la temperatura, hasta el grado de no

recuperar su confon'nacxon original,

9.4 Deplecién de los sueros de la fraccién IgG (IgG1, 1gG2 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 andlisis
por isotipos. Para corroborar el hallazgo, se depletaron 10 SHN de la fraccion IgG y se les
midio la actividad aCL resultante de dicho tratamiento. Los resultados se muestran en |a

figura 2.

O Sin tratar
M 56 °C, 30 min.

0-75 5

DO a 405 nm
°
n

e
&

L=]

SHN 3HN depigG - Fracdgo

Figura 2. Actividad aCL remanente de 10 SHN depletados de la fraccion
IgG (IgG1, 1gG2 e IgB4). Los resuitados son el promedio de duplicados de
tres ensayos. SHN = actividad aCL de los sueros humanos normales; SHN
dep-lgG = actividad aCL de los sueros humanos normales depletados de la
fraccién 1gG; Frac-1gG = actividad aCL de las fracclones IgG.
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Al tratar los SHN a 56 °C durante 30 minutos, los titulos de aCL se incrementaron
hasta 1.25 DO en promedio, el incremento se abate al depletar los sueros de la fraccion
laG y no se observd aumento de la actividad aClL, al tratar nuevamente los sueros
depletados, a 56 °C durante 30 minutos. La figura muestra también la actividad aCL de las
fracciones 1gG'’s sin tratar y tratadas a 56 °C durante 30 minutos. No se observé diferencia”
significativa entre la actividad aCL de las fracciones de lgG antes y después del
tratamiento.

‘95 Inh:bnc:én con m:celas de CL (mCL) de la actwldad aCL potenciada con el
tratamiento a 56 °C durante 30 minutos. ‘ x o

La figura 3 muestra el efecto que se observo al |nh|b|r con mCL 25 SHN
previamente tratados a 56 °C durante 30 minutos.

21 ) ' '
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Figura 3. Inhibicidn con mCL de la actividad aCL. potenciada por ef

tratamiento a 56 °C durante 30 minutos de 25 SHN. Los resultados
son el promedio de duplicados. SHN = actividad aCL. de los sueros

humanos nomnales; SHN-Inh-mCL = actividad aCL remanente de
los sueros inhlb!dos con micelas de mrdiollpina
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Como se puede ver las adsorciones con mCL inhibieron la actividad aCL
potenciada por calor a valores practicamente basales. El tratam|ento con el fosfohp:do

‘depletd de los SHN todos los aCLE. | v

En la figura 4 se muestra la actividad aCL de Ias fraouones IgG's que se obtuvieron
al pasar por separado 10 SHN previamente tratados a 56 °C durante 30 minutos, por una
columna de proteina A-sefarosa. Como se puede ver las fracciones 1gG adsorbidas con
mCL perdieron la actividad aCL, la cual fue recuperada cuando se trataron a 56 °C durante
3Q minutos los complejos aCLE-mCL la diferencia fue significativa (p < 0.001). El mismo
. fendmeno se observé cuando se inhibieron las fracciones de IgG con mCL pretratadas a
56 °C durante 30 minutos Al comparar la actividad aCL de las fracciones IgG inhibidas con
+ las mCL sin tratar y tratadas a 56 °C durante 30 minutos se observd como las micelas

am .
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B

; tratadas se desnaturalizaron de manera ireversible pues perdieron la capacidad de inhibir
- } la actividad aCL de las fracciones, la diferencia fue significativa (actividad aCl. de las
4 fracciones igG inhibidas con mCL vs inhibidos con MClsee, 21 p < 0. 001)
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0.76 - ‘ —— | ®56°C, 30 min.

0.5 A

DO a 405 nm

IgG . complejo lgG- lgG4nhibidas
, mcL. . mCL 20°C/56°C

" Flgura 4. Inhibicién de la actividad aCL. de las 10 fracciones de IgG
purificadas de SHN pretratados a 56 °C durante 30 minutos. Los
resultados son el promedioc de duplicados detres ensayos, lgG=

- fracciones IgG purificadas de los 10 SHN pretratados a 56 °C durante
30 minutos ; complejo IgG-mCL = fracciones IgG inhibidas con mCL,
IgG—lnhibidas mCL 20°C/56°C = fracciones IgG Inhibidas con mCL sin

. tratary tratadas a 56°C durante 30 minutos. '

9.6 Deteccion de los aCLE en el suero de pacientes con LEG, SaFP y sifilis.

Los aCLE se pueden detectar en sujetos sanos, cuyos sueros son negativos para
aCL no escondidos, como se mostré en el apartado 9.2. Los SHN en los que se detectaron
titulos altos de aCL (tabla lll), la aplicacion de la formula matematica para calcular el
cociente aCLE, aparentemente no funciono, pues se encontraron cocientes aCLE menores
0 iguales a 1.2 con DO muy por arriba de la media de la poblacion. Este mismo fenémeno
se observo en los pacientes con LEG y SaFP que tienen titulos altos de aCL (tabla lll). Si
bien los aFL de los pacientes con enfermedades autoinmunes e infecclosas son diferentes,
como se reportd en 1992 por Matsuura y colaboradores™, y por nosotros'®, es importante
conocer si los individuos con titulos altos de aCL no escondidas tlenen aCLE. La
contestacion de la pregunta anterior puede ayudamos en la caracterizacion del factor
termoldbil que oculta a los aCLE, pues se sabe que los aClL no escondidos de los
pacientes con sifilis 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 B,GP-|_sola o modificada por la presencia de FL de carga
negativa. Los resultados de la deteccién de los aCLE en los pacientes con LEG, SaFP y
sifilis se muestran en la tabla Ill.

Los sueros de los tres grupos de individuos que tenian titulos altos aCL-IgG no

escondidos, se trataron con mCL hasta hacer negativa por completo la actividad aCL y

i
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posteriormente se incubaron a 56 °C durante 30 minutos para “liberar” a los aCLE de su
inhibidor termolabll Los resultados se muestran en la figura 5.

Tabla Il | | y
DETECCION DE LOS aCLE EN LOS SUEROS DE SUJETOS '
SANOS Y DE PACIENTES CON LES, SaFP Y SiFILIS

aCLE-IgG (DOugs)

GRUPO 20 °C © 86°C p
SHN* 016£009 1.73£0.15 - <0.001
(n=94) ‘_ o
SHN™ 071047 o748 NS
LEG, aCL(-) - 0.17£0.08 1.87 £0.27 < 0.001
~ (n=25) © - -
- LEG, aCL(+) ST 3.19 * 1.7 _ 3.11 t 1.61 o NS
Ce28)
' SaFpY 167£047 186£0.18 NS
(n=14) .
+0. 33+0. <0.
SaFp" 0.29+0.15 1.33 £ 0.41 <0.001
{n=8) ‘
0.59+0.12 1.24£0.18 <0.001
SIFILIS |
(n=25)

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 titulos altos,
§ Sueros de pacientes con SaFP con titulos attos de aCL.
11 Sueros de pacientes con SaFP con titulos moderadamente altos de aCL.

Lafigura § 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 titulos altos. Al depletar los sueros de los aCL no escondidos mediante
adsorciones exhaustivas con mCL la actividad aCL. disminuyd hasta valores normales (0.12
+ 0.08 DO). La incubacién a 56 °C durante 30 minutos de los sueros depletados de los
aCL no escondidos, liberé los aCLE en los tres grupos estudiados (SHN con aCL no
escondidos a titulos altos, sueros de pacientes con LEG y SaFP con titulos 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 resuitados mostrados en la figura 5 confirman
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la hipdtesis de que los aCLE y Jos aCL no escondidos pueden coexistir en un mismo |

individuo.

ESin tratamiento
T Oinh-mCL
L §6°C, 30 postdinh.

———
StuE

SHN({n=8) -  LEG(n=28) S3FP (n = 14)
T .TITULOS ALTOS DE aCL ’NAT]V_OS"

Figura 5. Adsorcién de los aCL no escondidos conmCL. Los resultados
. son el promedio de 2 determinaciones. Cada suero se inhibi6 10 veces con
- 100 pt de mCL a una concentracién de 1 mg/ml. 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<0.01y SaFP
p<0.01. : ‘

9.7 Requerimiento de B,-glicoproteina-l (B, GP-l) 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 requermientos de la BZGP-I”":‘”. Si los aCLE de los sujetos
clinicamente sanos requieren de la 8,GP-l para su deteccion in vitro, probablemente los
aFL que encuentran presentes a titulos altos en los sueros de los pacientes con
enfermedades autoinmunes son el resultado de una des-regulacién de los mecanismos
que inhiben a los aCLE en estos pacientes. Para demostrar la hipétesis anterior se
estudiaron 25 SHN por el método de ELISA convencional y usando un ELISA modificado

por nosotros que consistié en sustituir el suero bovino fetal por albimina sérica bovina enla

solucién de bloqueo y como diluyente de las muestras y del conjugado (ver materiales y
métodos). Se utilizo ademas B,GP-| 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 fa R,GP- como lo muestra el ELISA de
CL libre de R,GP-| exagena (8,GP-| bovina) y el de CL més 8,GP-l exdgena. Al tratar los
SHN a 56 °C durante 30 minutos la actividad aCL se incrementd aproximadamente 10
veces y no se encontrd diferencia significativa cuando estuvo presente el cofactar, lo que
demuestra que los aCLE de los sujetos clinicamente sanos no requieren de la 8,GP-| para
su deteccidn in vitro. |
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Tabla IV |
DEPENDENCIA DE 8,GP-l POR LOS aCLE 1gG DE 26 SHN
E L | S A
Muestra ESTANDAR ; MODIFICADO ESTANDAR MODIFICADO

NO ESCONDIDOS . ' ESCONDIDOS

- SHN , o e . -
(n 25) ","",,0.15i:0.05 ~,..012£0.02 ,:,"'k_;_rﬂ,;;.f,'l._42i0.25 “ 1.64 £0.11
v : |“|: ~‘ o . - ' n ‘ e ‘4 n!..f’_“'.‘.v_n "‘—“'.' { -"!-“:‘; [ : ".“.:‘"’\‘ ‘,F‘,' f”\-‘ I": ' ) '
T g b -
. : ‘. . . .. . AU '__"-‘_ f l‘_ {)
No se observé dlferenC|a s:gmﬁcat:va entre los aCL no escondldos y los ocultos en el ensayo
esténdarvs modlﬁcado ) | .
T P L SRR A EA AR S B S U SNSRI RS A S S FOWUTAE T
N S SRR AT O SR A S CORS S LI oY (PR S
A e S T T S SR TE s PR TR
.".' ".w'
o "-,'r_',-" !

9 8 Partlclpamén de Ia BgGP | exégena (suero bovmo fetal) y de Ia endégena en la
deteccién de los aCLE. :

Recientemente Mcintyre y colaboradores™ publicaron que todos los individuos
tienen aClL séricos a titulos 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 3,GP-l que compite con los aCL por la cardiolipina. Para probar esta hipétesis
y comprobar los resultados presentados en la tabla 1V, que muestran que los aCLE de los
sujetos sanas no requiere de la B,GP-!| para ser detectados in vitro, se disefiaron una serie
de experimentos que consistieron en sensibilizar placas de ELISA con CL (de manera
habitual, ver materiales y métodos) y bloquear los sitios inespecificos con suero de bovino
recién nacido (SBRN) sin tratar y SBRN depletado de 8,GP- por cromatografia de afinidad

-(columna de heparina-agarosa, ver materiales y métodos), los SHN para este estudio

también se depletaron de R,GP-I. La presencia o ausencia de #,GP-l en el SBRN y en los
SHN se confirmé por inmunopunto (Dot Blot) con un anticuerpo ak,GP-I humana comercial

(Behringwerke Akettiengesellschaft, Ingelheim) (figura 6).
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Figura 8. Deteccién de 3;GP-| en el SBRN y en los SHN sintratary deple-

tados de ;GP-l. NBCS = suero de bovino recién nacido sin trata, SBRN

- dep. B 2GP-l = suero de bovino - recién nacido depletado de B,GP-I; SHN= - ,*
sueros humanos normales; SHN dep. 82GP-l = sueros humanos normales -
depletados de B,GP-I; Control (+) = B2GP-l humana purificada; Control (-)— N

- PBS; ASB al 3.0 y 6.0 % = albumnina sénca bovina al 3.0 y 6.0 %

La figura 6 muestra como los SHN y el SBRN pasados por columna de hepanna- -

agarosa perdieron toda la B,GP-l, también se puede ver que la ASB a la concentracion que
se usé como blogueante y diluyente (3.0% y ain al doble de la concentracion) en el ELISA

“no contiene R,GP-| detectable por la técnica de inmunopunto. El sistema anterior estaba

completamente libre de B,GP-l y permitié estudiar el efecto de la B,GP-| en la deteccidn de

. los aCLE de los sujetos clinicamente sanos. L.os resultados de dichos estudios se muestran

en las tablas V y V.
TablaV
EFECTO DE LA R,GP-{ EXOGENA EN LA DETECCION
DE LOS aCLE DE SUJETOS SANQOS

' aCLEd{gG
TRATAMIENTO  DILUYENTE o " DOus
nx7
— _ GELATINA 0.06 £ 0.04
56 °C, 30 min, GELATINA . 1.08 £ 0.29"
— SBRN 0.08+ 0.03
56 °C, 30 min, SBRN 1.14 £ 0.27°
— .- SBRN sin R;GP-| 0.03 £ 0.03
56 °C, 30 min. SBRN sin RGP-| 0.80 £ 0.19"

Los resultados son el promedio de duplicados de dos ensayos.
¥ No hay diferencia significativa al comparar los titulos de los aCLE (56 °C, 30 min.)
- detectados con los diferentes diluyentes,
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Al comparar las DQus de los aCL no escondidos no se encontré diferencia
significativa cuando se usé gelatina o SBRN como diluyente, en tanto que cuando se uso
SBRN depletado de R,GP-| las DOy disminuyeron (p < 0.01). No se observé diferencia
significativa cuando se detectaron los aCLE de los 7 SHN diluidos en PBS/gelatina,
PBS/SBRN o PBS/SBRN depietado de R,GP-I. Los resultados apoyan la nocién de que los
aCLE de sujetos sanos no requieren de la BzGP | | para ser detectados in vifro, y permite
rechazar la hipétesis de Mclntyre y colaboradores™ que propone que la R,GP-1 del SBRN
es el inhibidor termolabil de los aCLE, porque impide la deteccidn de estos anticuerpos anti-
fosfolipidos in vitro, por competencia con el antigeno. La participacion de la R,GP-l
endégena, es decir la propia de los SHN, en la deteccion de los aCLE se muestra en la

tabla V1.

Tabla Vi
DETECCION DE aCLE-lgG EN SHN DEPLETADOS DE BzGP i

SINDEPLETAR ~ DEPLETADOSDER,GP4 . £ "1
Muestra 20°C 56 °C - 20°C 56 °C
SHN .
(n=7) 0421003 ~ 0691023 0.10 + 0.05* 0.65 £ 0.20°

Los resultados estan expresados en DOugs y son el promedio de duplicados de dos ensayos.
¥ NS vs sin depletar de 8,GP-|. -
§ NS vs sin depletar de B,GP-1.

]

La tabla VI muestra los resultados de los ekpén‘iﬁentos realizados en el sistema
libre'de R,GP-l endégena (SHN depletados de B,GP-l, ver figura 6), como bloqueante y
diluyente en los ELISA’s se utilizd albimina sérica bovina libre de B,GP-| (ver figura 6). No

- se encontrd diferencia significativa en los titulos de aCL no escondidos ni en los aCLE en

presencia o ausencia de R,GP-| enddgena, con lo que se demostrd que la 3,GP-| propia de
los SHN no compite con los anticuerpos anticardiolipina no escondidos ni con los “ocultos™
por el fosfolipido. El factor termolabil que oculta a los aCLE puede existir libre en el suero y
ser los aCLE el reactivo limitante en la formacién del complejo aCLE-inhibidor. Para probar
esta hipdtesis 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 habian sido tratados
a 56 °C durante 30 minutos (SHNssc, ), con el mismo volumen de suero autélogo sin
calentar. Una vez terminada la incubacion se diluyd la mezcla 1:50 y se determiné la
actividad aCL resultante. Los resultados se muestran en la tabla VIl.
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Tabla VIl
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD aCL DE SHch s INCUBADOS CON
UN VOLUMEN IGUAL DE SUERO AUTOLOGO SIN CALENTAR

| | - “ACTIVIDAD aCL
TRATAMIENTO MEZCLAV/V CON: .  DOus
| L n=7
- | | — o - 0.20£005
66°C,30" - FBS .. . 1304044
‘1 56 °C, 30' SHN an TRATAR B RE £0.08 ..

Los resultados son Ia media de duplicados de dos ensayos

‘ sln tratar.

- No se observé diferencia significativa entre los SHNsa-c x dllusdos VN con PBo y con SHN autélogo

Como diluyente y bloqueante en los ensayos se utilizd gelatina al 0.3% en PBS o
SBRN al 10 %. Tedricamente en estos ensayos existia 4 pg/pozo de R,GP-1 humana
(autdloga) 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
fosfolipido. Ademas, cuando se depletaron los SHN de la B,GP-l la actividad aCL de los
aCLE no se potencid. Una posible explicacion es que el tratamiento con calor, es decir a 56
°C durante 30 minutos, induce cambios ireversibles en la conformacién de los aCLE que
impiden el reconocimiento de la 8,GP-l. De no ser asi, nuestros resultados muestran que el
Inhibidor termolabil que oculta a los aCLE no esla®,GP-. -

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

Enla fablé VIl mostramos 10s resultados de Ids aCl. detectados en los pacientes
con SaFP. Como se puede ver, el 86 % de los pacientes tuvieron aCL de clase 1gG no
escondidos dependientes de 3,GP-l para su deteccion 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 o 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
5 154 . - 0.18 1.95 . 0.57
6 2.00 0.24 . 200 0.55
7 0.25 0.04 1T o 0.96
8 049 . - 0.03 . o124 , .. 027
9 179 - 0.15 . 200 054 -
10 1.09 004 1.7 - 0.37
1. 0.24 - 004 . 162 . 0.61
- 12 012 | 0.03 1.12 0T
| 13 2.00 | 011 2.00 | 0.55
14 1.98 . 0.06 . 200 . 067
15 0.70 0.11 S 1.45 : 0.43
16 2.00 -0.15 1.95 059
17 0.19 0.06 C4a7 | ‘ 0.71
18 2.00 0.23 1,99 . 133
19 0.53 0.09 1.99 0.43
20 1.93 009 1.84 . 0.06
21 2.00 2.00 1.84 - 0.60
v7; 1.98 1,76 200 - 1.06
MEDIA ¢ DE 147 +0.78! 0.10 ¢ 0.07* 1.67 £ 0.39" 0.57 +0.27F

Los resuitados estan expresados en DOugs ¥ son el promedio de duplicados de dos ensayos.
1 p <0.001 cundo se comparan los titulos con los obtenidos en el ELISA modificado.
3 De los pacientes 1 al 20 (pacientes 21 y 22 = 1.920.17 DOuwsnm).

Los resultados muestran que el tratamiento con calor descubrié dos grupos mas de

aCL-IgG (uno dependiente y otro independiente de B,GP-| para su deteccion in vitro) en los
2 sueros de pacientes con SaFP, lo anterior se apoya en el incremento de

aproximadamante tres veces las DOy de los aCL-IgG detectados en el ensayo estandar
comparadas con las DO, obtenidas en el ensayo modificado, en el que no existe BGP-|
exégena. : |

Los sueros 21 y 22 también tuvieron aCL-lgG que se detectaron en ausencia de
RGP, lo que sugiere, que en estos dos sueros exiten cuatro subpoblaciones de aCL-lgG:
(i) 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 R,GP-I; y (i) otras dos subpaoblaciones de aCLE-IgG, una de las cuales requiere del la

,GP-| para reconocer al fosfolipido y otra que reconoce a la cardiolipina con o sin el
cofactor,

49

" E E EEEREEEEEREEERERERSRARS -




&

W WO W W W oW oW oW W o

4
l |
5. “ .
-
A
[ -
i,.;
. '
.
e
.
.
L]

RGPl S .

9.9.1 CARACTERIZACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE aCL NO ESCONDIDOS EN
LOS SUEROS DE LOS PACIENTES CON SaFP, o

Para comprobar la existencia de cuatro subpoblaciones de aCL que sugieren los
datos presentados en la tabla VI, se adsobieron los dos sueros de pacientes con SaFP

(21 y 22) con una mezcla de micelas de cardiolipina y R,GP-l humana purificada. La figura

7 muestra la pureza e identidad de la B,GP-| purificada humana utilizada en los ensayos
siguientes de caracterizacién de las subpoblaciones de aCL no escondidos. La figura 7A es
la tincién con amido negro (A) y la figura 7 B la electroinmuno-transferencia. Como se
puede ver, la tincién de proteinas (amido negro) muestré una sola banda, que cuando se
prohé su identidad por electroinmunotransferencia con un antisuero comercial especifico
ak,GP-l humana (Behring werke Akettiengesellschaft, Ingelheim) se confimd que era
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| Figura 7. Electrotransferencia de la 3.GP-| humana purificada a partir de plasma fresco normal.
ATincidn con amido negro. B Inmuno tincién con un anticuerpo comercial al;GP- humana.

En la figura 8 se muestra la actividad aCL de los sueros 21 y 22 (tabla VIil) después
de la inhibicién con mCL y con mCL + B,GP-l. Los resultados muestran como al adsorber

‘los sueros con mCL en presencia del cofator se alcanzé un 90 % de inhibicién de la

-actividad, en tanto que al inhibir con mCL sin 8,GP-| el porcentaje de inhibicidn fue del 65%
(p < 0.05). Los porcentajes de inhibicion se obtuvieron comparando las DOs de los sueros

tratados con PBS con las DQsgs de los mismos sueros adsorbidos con las mCL o mCL +
R.GP-l. . '
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Figura 8. Inhibicion 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 B, -glicoprotefna-l (MCL+B.GP-l ). Para comparacién la figura
‘muestra la actividad aCL de los sueros sin inhibir (PBS). Los resultados
son el promedio de duplicados de dos ensayos. _

Aparentemente las mCL forman un complejo con la BzGP'l y proporuonan el o Ios "

‘epltopes que reconocen los aCL no escondides autoinmunes (aquellos que requieren de la

R,GP-| para su deteccién in vitro) y los infecciosos (los que reconocen a los fosfolipidos
propiamente dichos) de los pacientes con SaFP. Lo anterior se deduce de los
requerimientos de B,GP-I que tienen los aCL-IgG que se eluyeron de las mCL-R,GP-l. Los
aFL eluidos se pasaron por una columna de heparina-agarosa para eliminar la 8,GP-1 y las
dos subpoblaciones de aCl. no escondidos se separaron por adsorcion con mCL en
ausencia de R,GP-l. El eluido y el scbrenadante de las mCL se ensayaron en el ELISA
modificado (libre de R,GP-|). La figura 9 muestra la caracterizacion de las subpoblaciones
de aClL-lgG no escondidos que se detectaron en los dos pacientes con SaFP (21 y 22).
Como se puede ver una subpoblacion de aCL-igG no escondidos reconocié a la CL de
manera dosis-respuesta de la cantidad de R,GP-l adicionada al pozo y otra reconocié a la
cardiolipina en la placa de ELISA, de manera independlente de la concentracion del
cofactor presente.

1.2 -

21 Dep.
— —mm 22 Dep.
—O—21 Indep.
K —~22 Indep.

1.50 2,00 4,00 8.00
R2GPd (ug/pozo}

Figura 9. Caracterizacion de los aCL no escondidos de los pacientes con SaFP,
Las placas de ELISA se sensibilizaron con CL y posteriormente se adicion6 la B,GP-|
a las concentraciones que se muestran en las abscisas. Las DQus de los pozos
que contenfan soélo B 2GP-| fueron 0.03 £0.03. La concentracién de aCL-gG puri-
ficada (dependiente o independiente del cofactor) que se ensayd fue de 10 pg/pazo.
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Es importante recalcar que no se detecto actividad aR,GP-| 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
pac:entes anticuerpos afl,GP-l libre de fosfollpudos Los métodos de purificacion y
separacion empleados no contemplaron en ningin momento el estudlo de estos
antjcuerpos .

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 inhibidor termolabil se
incubaron los sueros a 56 °C durante 30 minutos y se pasaron por una columna ce
cromatografia de proteina A-sefarosa. La figura 10 muestra como la incubacion provocd un
incremento de aproximadamente 10 veces la actividad aCL-lgG y como, al depletar los
sueros de la fraccion IgG (IgG1, IgG2 e lgG4) d:smlnuyo la actividad aCL potenc:ada por el
tratamlento con calor. : |

-

- 0% BC -  ProvA

Figura 10, Purificacién de los aCLE de los pacientes con SaFP (21 y 22)
mediante columna de proteina A. La figura muestra la actividad aC L de los
sueros depletados de los aCL no escondidos (20 °C} y la liberacién de los
aCLE cuando se trataron a 56 °C por 30 minutos (56 °C). La actividad aCL
potenciada por el tratamiento con calor se abatié depletando los sueros
de la fraccidn 1gG (Prote-A) .

La fraccion IgG (IgG1, IgG2 e 1gG4) eluida de la columna de proteina A-sefarosa se
adsorbid con micelas de cardiolipina en ausencia del cofactor. L.a actividad aCL del eluido y
del sobrenadante de las mCL se estudid en el ELISA modificado. Como se muestra en la
figura 11, se identificaron dos subpoblaciones de aCLE-lgG: una que fue detectable de
manera dosis-dependiente de la presencia de la R,GP-I y otra que fue independiente de
esta proteina para su deteccion in vitro.
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Figura 11. Caractenzacnén de los aCLE de los pac:entes can SaFP Las placas A
de ELISA se sensibilizaron con CL y posteriormente se adicion6 la B;GP4 alas - -
concentraciones que se muestran en las abscisas. Las DOss de los pozos que - '
contenfan sélo B 2GP-l fueron 0.04 +0.03. La concentracién de aCl-lgG purificada .
* (dependiente o independiente del cofactor} que se ensayé fue de 10 pg/pazo. :

Las placas de microELISA con las que se detectaron los aCLE se sensibilizaron con
CL y posteriormente se adiciond la 8,GP-| a las concentraciones que se muestran en las
abscisas. Las DO de los pozos que contenian sdlo R,GP-l fueron 0.0410.03. La
concentracion de IgG purificada (aCLE-IgG dependlente e independiente del cofactor) que
se ensayo por pozo fue de 10 yg.

9.10 DETECCION DE aFL EN LOS SUEROS DE RATONES NORMALES (BALBI/C) YEN
LOS DE RATONI:S AUTOINMUNES (NLB)

| Todos Ios ratones (normales y autonnmunes) henen antlcuerpos naturales de clase
IgM que reconocen eritrocitos autdlogos e isdlogos tratados con bromelina (ERB*
procedlmlento que expone la fosfatidilcolina (FTC) de la cara extema de la membrana del
eritrocito™ * % Estos antlcuerpos se han encontrado también en otras especies como la
rata, el conejo’™ y en el humano'®, Los antxcuerpos que reconocen FTC son de isotipo IgM
y los producen principalmente las celu!as B Ly-1" (CD5"), un subgrupo de células B al que
se le atribuye la principal produccién de autoanticuerpos naturales. Se ha postulado
ademas, que estos anticuerpos tienen una importante funcién en la depuracién de
eritrocitos envejecidos o que han sufrido cambios en su integridad. Su papel fisiolégico 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 deteccién de los aCLE en otras especies puede ayudar a esclarecer el
origen y patogenia de los aCL, razén por la cual, estudiamos por EELISA 10 sueros de
ratones BALB/C Y 10 sueros de ratones autoinmunes NZB, usando come antigeno CL,
FTC, CL-8,GP-l y FTC-R,GP-l. La deteccién de los aCLE se hizo tratando una alicuota 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-IlgG se incrementaron sustanc:almente 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 titulos mas altos que en los balb/c. Al calentar los .
sueros los titulos se equipararon en ambos grupos . Con respecto a los aCL-igM se’
observd que en los sueros de los ratones normales cuando se trataron con calor no se
liberaron los aCLE, sin embargo, en los sueros de los ratones NZB los titulos de aCL-IgM
se incrementaron 12 veces, Los titulos de aCL-lgM siempre fueron mas altos en los sueros
de los ratones NZB que en los sueros de los ratones balb/c (tanto en los tratados como en
los no tratados a 56 °C durante 30 minutos). '

" TABLAIX
ACTIVIDAD aFL DE LOS SUEROS DE RATONES NORMALES Y AUTOINMUNES
© " (MEDIADE DOsenm) . N
o . "CARDIOLIPINA .. i+ FOSFATIDILCOLINA .~
GRUPO . 20°C ' .  86°C . 20°C . .. . 56°C
- = o
- 'BALBIC - 012012  075:+040° - 0051004 024015
NZB 038022  077£030° 1006 £0.04 0.14 £0.06"
e=10) ~ |
T igM
 BALB/C 0.04+003 005003 0.08 +0.03 0.04 +0.02
=100 =
NZB ~  025:014% 048 £0.14% | 024£0.14° - 0.15 £ 0.06°° ,
' . (n—10) . i . . R ) . . .. B

# p=0.0004 vs 20 °C; p=c 002 vs balb/c; **p=0.003 vs 20 °C; 8p=0.00005 vs balb/c; &8p=0.001 vs 20
°C ; +p=0.0004 vs 20 °C; ++p=0.003 vs 20 °C; *p=0.001 vs balb/c y **p=0.00002 vs balb/c.

Como se puede observar las DO de los aFTC-lgG 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
observé un fendmeno diferente, tanto en los sueros de los ratones balb/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 mds altas de aFTC-IgM que los

~ ratones normales balb/c. Aunque las DO en ambos grupos de estudio bajaron después de

la incubacién 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 FRACCION 1gG (lgG1, IgG2 E |QG4).
La figura 12 muestra el efecto que se observé al depletar los sueros murinos de las

inmunoglobulinas IgG1, 1gG2 e IgG4 por adsorcion con proteina-A (columna de proteina A-
sefarosa). | |

12a Sueros de ratones Balb'lc | - - 142b Sueros de rafones NZB e
3 : S - |ESindep

W Sindep

D ' ~—| ODep de igG

Kanc

RN T L TRy
L L T L | -
. f] LS
. B
* 1

Figura 12. Inhibicién de los aCl. no escondidos y de los aCLE de los sueros de los ratones normales Balb/c y
NZB. La figura 12a muestra la actividad aCL de los sueros de ratones normales balb/c 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
fraccién 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 abatié al depletar los sueros de la fraccién 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 balb/c
sin tratar y tratados a 56 °C, 30", Al depletar los sueros tratados a 56 °C, 30’, de la fraccion
IgG se observd que la actividad aCL se abatié. La diferencia fue significativa cuando se
compararon las DQ4s de los sueros sin tratar con los sueros tratados a §6 °C, 30’
(p<0.001); y cuando se compararon los sueros tratados a 56 °C, 30’ con los depletados de
la fraccion 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 abati al
depletar los sueros de la fraccion IgG, la diferencia fue significativa (p<0.001).

En el caso de los ratones autoinmunes NZB en los que existen aCL no escondidos
el fendmeno de liberacién de los aCLE no se pudo observar a menos de que se eliminaran
los aCL no escondidos, por tal motivo, los sueros de los ratones NZB se adsorbieron
previamente con mCL, hasta eliminar la actividad aCL. Posteriormente se calentaron los
sueras y se observd Ia liberacién de los aCLE. Al depletar los sueros -preadsorbidos con
mCL y calentados- de la fraccion IgG se observé también que la actividad aCl se abatio.
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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 IgG, como en los humanos.

/

9.10.1.2 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD aCL CON mCL

Una alicuota de cada suero de ambos grupos se calenté a 56 °C durante 30
minutos y se inhibid con mCL, la actividad aCL resultante del tratamiento se midié en el
ELISA convencional y se compard con los sueros sin tratar. Los resultados se muestran en
la figura 13. La actividad aCL sdlo se observd en los sueros de los restones normales
después del tratamiento a 56 °C, dicha actividad fue inhibida en mas 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 titulos relativamente altos, los cuales fueron adsorbidos
con mCL (figura 13b), al calentar los sueros a 56 °C durante 30 minutos, la actividad aCL
se potencié en ambos grupos de sueros. La actividad aCL potenciada por el tratamiento
con calor se abatid por completo al adsorber nuevamente los sueros con mCL. Los
resultados muestran que el efecto de potenciacién de la actividad aCL. que se observd por
el tratamiento a 56 °C durante 30 minutos de los sueros de ratones Balb/c y NZB es muy

» -similar al observado en el humano, es deczr esta dado por mmunoglobulmas de |sot1po lgG

yes inhibido con mCL

Rafones

12a Sueros de rétones Balb/c - 12b Su_eros de ratones NZB

B Sininh ESninh

Figura 13, Inhibicién de los aCL no escondidos y de los aCLE de los sueros de los ratones normales Balb/c 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 adsorcidn 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 negativizd. Los sueros adsorbidas con mCL se trataron a
56 °C, 30" para observar la actividad aCL potenciada por el tratamiento con calor, dicha actividad también se
negativizé 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 adsorcion de los aCL. no escondidos de.”
los sueros de los ratones NZB, los cuales reconocieron la estructura formada por la CL en
solucion acuosa (micelas), la diferencia fue significativa cuando se compararon los titulos
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 titulos se abatieron al adsorber los sueros tratados a 56 °C
durante 30 minutos, la diferencia fue significativa (p<0.01). |

9.10.1.3 REQUERIMIENTO DE B.GP-l POR LOS aCLE DE LOS RATONES BALBI/C Y
NZB B | : | o

Para determinar los requermientos del cofactor por los aFL detectados en los
sueros de los ratones nommales balb/c y NZB, se estudiaron ambos grupos en el ELISA
estandar y el modificado (libre de B,GP-l exdgena). La figura 14 muestra los resultados
obtenidos. Como se puede ver, no se observd diferencia significativa al detectar los aFL en
presencia (figura 14a) o ausencia de B,GP-l (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 rétonés Balb/c

14a Liberacion por calor de aCL 14b Liberacién por calor de aCL
ocultos (ELISA estandar) ocultos (ELISA modificado)

0.7

Dos

0
0.8 4

404
0
50-3"

O E R L Ly b ek, %
o N EEEE s e ok rtrar

Figura 14, Requerimientos de B,GP- 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 ;GP-l exégena (ensayo estandar). La figura 14b muestra la actividad aCL de los aCL no
escondidos (20 °C) y ocultos (56°C) en ausencia de R;GP-l exdgena (ensayo modificado). No se observé
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diferencia s:gmﬁcatlva al detectar la actividad aCL de los aCL no escondidos u ocuttos en presencia o ausencia
de B,GP-,

En los ratones NZB, las DOy fueron en promedlo mayores en los sueros sin tratar

~ comparados con los sueros de los ratones normales en las mismas condiciones (p < 0.01),

no se observo diferencia significativa en los titulos de aCLE de los ratones autoinmunes.”
comparados con los de los ratones nomales. La figura 15 muestra los estudios de
dependencia de la 3,GP-| 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 8,GP-l para su deteccion
in vitro. Es importante mencionar que la cepa de ratones autommunes NZB no presentan

_manzfestac:ones trombdticas.

‘Sueros de‘. ratones NzB

16a Liberacion por calor de aCL 15b leeracmn por calor de aCL

ocultos (ELISA estandar) - ocultos (ELISA modlf‘ cado)
- | a7,
D g6 D
o o
03 1
4 04 4
0 1 0
5 % 5
0.2 1
n n
m 01 m
0 4

Figura 15. Requerimlentos de R,GP-l por los aCL no escondidos y aCLE de los sueros de los ratones
autoinmunes NZB. La figura 15a muestra la actividad aCL de los anticuerpos no escondidos (20°C) y ocultos
(56 °C) en presencia de B,GP-l exdgena (ensayo estdndar). La figura 15b muestra la actividad aCL. de los
anticuerpos no escondidos (20 °C) y ocuitos (56°C) en ausencia de B;GP-l exégena (ensayo medificado). No se
observé diferencia significativa al detectar la actividad aCL de los aCL no escondidos u ocultos en presencia o
ausencia de B;GP-. Los ratones NZB tienen aCL séricos positivos sin manifestaciones trambdticas.

9.11 Reactividad de los -aCLE contra.fosfolipidos {estudios en humanos).

En un grupo de 25 sueros de sujetos clinicamente sanos se estudio la reactividad
de los aCLE contra otros fosfolipidos. Los sueros se trataron a 56 °C durante 30 minutos y
se estudiaron en el ELISA estdndar contra los fosfolipidos tanto anidnicos como neutros.
Se estudié ademds la reactividad contra la fosforilcolina que es la cabeza polar de la FTC,
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contra el acido fosfatidico y el fosfatidilglicerol que son los intermediarios importantes en la
sintesis de los fosfoglicéridos. En la figura 16 se muestra el esquema de reactividades de
los aCLE contra los diferentes fosfolipidos. Como se puede ver el reconocimiento de los
diferentes fosfolipidos es mayor después del tratamiento de los sueros a §6 °C durante 30
minutos, el aumento en promedio fue de 2.5 £ 0.45 DOys. La desviacidn estandar es
pequena, lo que sugiere que el fendmeno que estamos observando es reactividad cruzada -
por el reconocimiento de epitopes comunes de las moléculas de fosfolipidos.

Analizamos los datos con la prueba ¢ de student para muestras pareadas (tabla X).
- Como se puede ver el incremento en el reconocimiento de los fosfolipidos, debido a la

- FENIP FUXIR-F T

-emom

i e e e

"liberacion” de los aCLE por el tratamiento con calor, es estadushcamente signifi CathO en
| todos los casos. |

CL FIS F PFIC FIE EM FI0 AF FRC
FOSFOLIPIDOS

m20°C
W56 °C

Figura 16. Reactividad de Ios aCLE de sujetos sanos contra fosfollpidos
anibnicos y zwitteridnicos, Los resultados son el promedio de tres

~ determinaciones. CL=cardlolipina; FTS=fosfatidllserina; FT1 =

fosfatidilcolina

inositol, FTC=fosfatidllcolina; FTE=fosfatidiletanolamina; EM=esfingomielina
mielina; FTG=fosfatidlIglicerol; AF=dacido fosfatldico y FRC=fosforllcolina.

: T abla X.

Anélusus estadistico de los 25 sueros humanos normales estudlados .

FOSFOLIPIDOS 20 °cf 56 °C* 5 valorde P’
CL 0.23+0.17 0.71+0.20 -5.97 =10"
FTS 0.360.13 1.1840.32 7.51 <10°
FTI . 0.48+0.13 1.0340.16 8.31 - =10°
FTC 0.1340.04 0.31+0.06 7.48 <10*
FTE. 0.2940.11 0.81£0.23 6.58 <10®
FTG 0.5310.13 1.2740.24 8.48 <10
AF 0.8310.26 1.83+0.17 10.2 <10°
FRC 0.2540.08 10.6540.18 6.29 <1o‘3
EM 0.2640.08 0.520.16 4.57 =10*

* Los resultados son el promedio de dos ensayos.
'$ Media * D.E. de las densidades dpticas de las muestras leidas a 405 mn.
" § Pruebat de student pareada.

¥ Valores de P para la pruebat 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 X!, el
analisis estadistico se hizo mediante la prueba ¢t de student, y en los casos en los que una
o mas de las premisas para la prueba ¢ no se cumplieron se usé la prueba U de Mann-
whitney. s

Tabla Xi
Actividad anti-fosfolipidos remanente de los sueros tratados a 56 °C durante 30

minutos e inhibidos con micelas de cardiolipina’.

FEFPPPPPFPFPRPEEEEE S e e.-

FL Sin Inht lnh? % de Inh. U1 Valor P*
cL . 0.79+0.08 0.0910.02 885 155 <10™
FTS 1.1640.18 0.10:0.05 - -91.1 155 <10™
FTI 0.93:0.11 . 0132004 - 865 155 <10
FTC ~0.3210.08 0.32+0.07 12, 155 Ns®
FTE - 0.7610.14 10.10£0.03 86.3 155 <10*
FTG 1.1120.11 025+0.05 . . .776 =~ 233 <10
S AF 1451025 022004 845 - 155 <10
2 FRC . 0451009 ~  044:010 = 42 . 155 NS
EM '0.49+0.06 .~ 0.09:0.02 810 155 <10

. *Los resultados son el promedio de duplicados.
$ Media ¢ D.E. de las DQus nm de las muestras. :
§ Valorde t parala pruebat de student, 0 TdeUde Mann—Whitney en caso necesario.
¥ Valores de P,
# No significativo.

Como se puede ver, las DO se abaten practicamente en su totalidad, lo que sugiere
que los aCLE reconocen un epitope comun de las moléculas de fosfolipidos, que puede
ser el glicerol, los acidos grasos y/o el grupo fosfodiéster que son los epitopes comunes de
los fosfolipidos tanto anidnicos (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 las 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 inhibi otra alicuota de los sueros pretratados a 56
°C durante 30 minutos, pero ahora con micelas de FTC y con FRC disuelta en PBS
posteriormente se determind la actividad aFTC y aFRC remanente por ELISA (figura 17).

-Cuando se inhibieron los sueros con micelas de FTC, el reconocsmlento de éstos a
la FTC y a la FRC en fase sdlida, disminuyé de forma importante (p < 10 en ambos
casos). Al inhibir los sueros con la cabeza polar de la FTC, es decir, con la FRC no se
observd ninguin cambio en las actividades aFTC ni aFRC, probablemente porque estos
anticuerpos reconocen a la cabeza polar unida al grupo fosfodiéster. Es posible tambien,

~ que la molécula de FRC en fase liquida tenga una conformacién tridimensional diferente a

la que toma cuando esta adherida a la placa de microELISA (fase sdlida) y que los aCLE
no la reconozcan en la conformacién 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 tamanos de ambas moléculas. La FRC es mucho
més pequefa que la FTC, por lo que al sensibilizar los pozos de la placa de microELISA
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con '50 HI de una solucidn de 50 pg/ml de cada molecula, estamos agregando mas
moleculas de FRC que de FTC por pozo. Dicho de otra manera existe mas antigeno en un
pozo sensibilizado con FRC que con FTC.

K Sin inh.
Oinh. mFTC
Binh. FRC

aFe o .-laFRC
AN“CLEF@O |

- Figura 17. Actividad remanente de los 26 sueros humanos normales

pretratados a 56 °C durante 30 minutos e inhibidos con mFTC, FRCy
ensayados contra FTC y FRC en el ELISA FT C'fosfatxdllcolina y FRC
=fosforficalina. , - :

En el trabajo publicado recientemente por Kouts y colaboradores'”, estudiaron el
tipo de interacciones que participan en el reconocimiento de los aFL inducidos en conejos a
los que se les inmunizé con R,gGP-1 humana. Los aFL producidos reaccionaron contra FL
de carga negativa y contra B,GP-l. El mismo tipo de reconocimiento se observé en
anticuerpos monoclonales de conejo anti-R,GP-l. Los autores demostraron que la
reactividad contra los FL involucra principalmente fuerzas idnicas, mientras que contra la
R,GP-! las interacciones son de otro tipo (enlaces puentes de hidrégeno, fuerzas de Van
der Waals y uniones hidréfobas). Lo anterior sugiere que el reconocimiento de los FL por
los aFL “autoinmunes” es inespecifico y que esta dado exclusivamente por fuerzas
electrostaticas. Extrapolando los resultados del estudio anterior a nuestra investigacion, los
aFL "ocultos” bien pueden ser anticuerpos “catidnicos” con reactividad cruzada por cargas.
Para probar esta hipétesis se estudiaron los 25 sueros tratados a 56 °C durante 30 minutos
diluidos en un amortiguador de fuerza idnica alta (PBS, 1.5 M NaCL), para eliminar la
participacion de las fuerzas electrostaticas en el reconocimiento de los aCLE por los FL
tanto aniénicos como neutros (figura 18).

Como se puede ver el reconocimiento de fos FL con los que estan sensibilizadas
las placas de microELISA no se ve afectado por la presencia del amortiguador hipermolar

‘en el liquido de reaccion, lo que sugiere que en dicho reconocimiento participan ademas de

fuerzas electrostaticas, enfaces puente de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals y uniones
hidréfobas. Estas Gltimas son las fuerzas de mayor energia que participan en la unién de
los antigenos con los anticuemos.
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Figura 18, Efecto de un amortiguador de fuerza ibnica alta (PBS 15M
‘NaCL) en la solucién de reaccién de los aFL “ocultos®. Pazos sensibill- .
zados con FL anidnicos y neutros. Los resultados son el promedio de
de dos determinaciones. CL = cardiolipina; FTS = fosfatidilserina; FTI =
fosfatidliinositol, FTC = fosfatidiicolina; FTE = fosfatid/letanolamina;
EM = esfingomielina; FTG = fosfatidllglicerol; AF =4cido fosfatidico y
FRC = fosforflcalina. No se encontrd, dlferencsa sugmﬁcativaen presen-
* cla del amortiguador hipermolar - . .

£

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

i

o en la tabla XIl.

i

Inmunopunto (IP) y la electroinmunotransferencia (EIT).
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.Se estudid la reactividad cruzada de los aCLE en el grupo de 25 sueros humanos
“nomales. Por ELISA se determind la reactividad contra DNAcd, DNAcs y la actividad de
factor reumatoide'® (tabla XIl). Para la presente investigacion se considerd que un estudio
de reactividad contra antigenos tanto nucleares como citoplasmicos en células HEp-2
podria proporcionar informacion importante con respecto a la reactividad cruzada de los
aCLE contra antigenos no fOSfOIIpIdICOS Los resultados del estudio se muestran resumidos

Tenemos datos que muestran que en los sueros de su1etos clinicamente sanos
circulan anticuerpos anti-fosfatidilcolina (FTC) a titulos relativamente bajos. Estos
anticuerpos tienen reactividad cruzada con una proteina constitutiva del citoesqueleto
celular llamada vimentina'®. Los aFTC son de isotipo IgM y tienen caracteristicas de
autoanticuerpos naturales. En la tabla X/l se muestran los resultados obtenidos del estudio
la reactividad de los aCLE contra vimentina mediante dos técnicas inmuno-enzimaticas el
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Tabla Xli
Reactividad de los aCLE de sujetos sanos contra otros antigenos.

Reactividad 20°C 56 °C SHN
contra* - DOgnm  DOgsnm  Control (+)  Control () Valores de P!
DNAcd 0.050:0.01  0.061:0.01 0743:002 005760003 NS
DNAcs  0.115:0.01 0.11610.02 0.54240.02°  0.10710.010 NS
FR . 0235:002 02374001 1912005 022410008 NS
IFI ~ Neg " Neg Hom. 1:160° Neg —
(HEp-2) o
f’Vimehtina Neg , | Neg ‘Positive® . Neg o —
(P | - S -
" Vimentina Neg Neg Positiva’  Neg - -
*n=25

T Valores de P para la prueba de t de student. NS = No s:gnlﬁmtlvo
£ Suero de paciente con LEG activo, .

# Suero de paciente con AR seropositiva,

1 IP = Inmunopunto.

§ EIT = Electroinmunotransferencia.

¥ Control (+) = Anticuerpo monaclonal. Clona V3 (SIGMA).

Los resultados de la tabla Xll claramente muestran que no existe reactividad
cruzada de los aCLE contra otros antigenos no fosfolipidicos. El hecho de que no se
reconozcan estructuras compuestas por fosfolipidos en las células HEp-2 probablemente
se debe a que en el proceso de permeado con solventes orgénicos, estas estructuras se |
modifican dejando fosfolipidos modificados © en concentraciones bajas que no dan un
patrén 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 comrobora los resultados encontrados al estudiar el tipo de fuerzas que
participan en el reconocimiento de los aFL por los FL. Con los resultados presentados en el
apartado 9.11 se infiere que los aCLE son oligorreactivos ya que tienen reactividad cruzada
solo con fosfolipidos tanto anidnicos como zwitteridnicos y no con otros antigenos intra y

- extracelulares, tampoco son factores reumatoides ocultos, son un grupo de
.autoanticuerpos con caracteristicas propias que viajan en la circulacion inhibidos por un

fact_or termolabil que no es la B,GP-.
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9.13 Reactividad de los aCLE contra los fosfolipidos que participan en las reacciones
de la cascada de ta coagulacién. '

Los aFL se pueden detectar por tres métodos dependiendo de su reactividad. Uno
de los métodos es la prueba de floculacion del VDRL, en la que el antigeno esta
compuesto por fosfatidilcolina, cardiolipina y colesterol en proporciones variables. El otro
metodo es el ELISA con el que se pueden detectar en forma diferencial los aFl. y su
‘isotipo, que reconocen FL anionicos y/o neutros. El tercer método detecta a los aFL que
interfieren con las pruebas de la coagulacion dependientes de fosfolipidos en presencia
exclusivamente de plasma humano', Las pruebas mas difundidas que miden la presencia
del anticoagulante lipico son: el tiempo de protrombina (TP), el tiempo parcial de
tromboplastina activada (TPTa) y el tiempo de veneno de vibora de Russell (TVVR)'". .
Hasta la fecha existen controversias con respecto a lo que se considera TP, TPTay TVVR
aumentados como consecuencia de la presencia de aFL patogénicos circulantes en el
plasma o suero de los pacientes con manifestaciones tromboéticas o hemocitopénicas
asociadas a los aFL. Como el objetivo de nuestra investigacion no es dar solucién al

- problema anterior, sino estudiar si los aCLE tienen reactividad contra los fosfolipidos que

consistié en mezclar sueros frescos normales en una proporcion 1:1 con plasma fresco
normal (PFN) pobre en plaquetas y medir por quintuplicado el TP y TPTa, los tiempos asi
“‘obtenidos sirvieron de control para los mismos sueros, pero ahora tratados a 56 °C durante
30 minutos. Para corroborar que el TP y el TPTa se prolongé 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
determinaciones se muestran en en la tabla XIll.

Tabla Xl
Reactividad de los aCLE contra los fosfolipidos que participan
en la cascada de la coagulacion,

Muestra’ TP (s) - TPTa (s)
PFN 13.3 £ 0.2 41.6+3.30
PFN +a (1:1) 57.3 £2.52 122.0 £5.41
PFN+b (1:1) 58.4 + 5.90 137.1 £10.5
PFN +¢ (1:1) » 250 » 250
PFN +d (1:1) 98.1 ¢ 20.31 181.0 £27.5
PFN+e (1:1) . »y250 » 250

#n=10;, a PBS; b Sueros humanos normales (SHN's), ¢ SHN's calentadosa 56 °C,
30 min. ; d SHN's calentados a 56 °C, 30 min. e inhibidos 10 veces con mCL; y @ SHN's
calentados a 56 °C, 30 min. e inhibidos 10 veces con mCL y calentados nuevamente a
56 °C, 30 min. . :

La tabla XIll muestra los tiempos de formacion del coagulo de fibrina, de dos
técnicas que miden las reacciones de coagulacion dependientes de fosfolipidos (TP vy
TPTa) en plasmas frescos normales pobres en plaquetas (PFN). Cuando se diluyeran los
plasmas (PFN + PBS) con amortiguador de fosfatos (PBS) los tiempos de las pruebas se
alargaron probablemente por que todas las proteinas y otros factores que participan en el
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participan en la cascada de la coagulacion, aplicamos un sistemas de autocontroles que
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proceso de formacidn del coagulo de fibrina se diluyeron. El mismo fendémeno se observo
al diluir los plasmas frescos pobres en plagquetas con sueros humanos normales (PFN +
SHN), en los que se consumieron las proteinas y factores de la coagulacion. Cuando los
plasmas frescos se diluyeron con sueros tratados a 56 °C durante 30 minutos (PFN +
SHNss o, 3 mn) l0S tiempos de coagulacion se prolongaron por mas de 250 segundos -
(tiempo en el que el fibrometro se detienen e indica falla). Al inhibir exhaustivamente los

- sueros humanos normales precalentados con micelas de cardiolipina (PFN + SHNss oc, 30 min

Inh mCL), los tiempos se abaten alcanzando practicamente el tiempo de su control (PFN +
SHN). Las diferencias se pueden explicar por la dilucién extra que sufren los sueros al
inhibirse con las micelas de cardiolipina, que aunque ésta es minima se refleja en los
tiempos finales comparados con sus controles. Como se mostrd en resultados anteriores,
al calentar una segunda vez los sueros inhibidos con micelas de cardiolipina el complejo
foormado por aCLE-mCL aparentemente se rompe, ya que se observé nuevamente un
incremento en los tiempos de coagulacién 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 fraccion 1gG por columna de proteina-A.
Como el intervalo de concentracidon para IgG sérica en el Laboratorio de Inmunologia y
Reumatologia del Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran es de 846.9 a 1868.9

'mg/dl, se ajustd la concentracidn de nuestras 1gG’s puras a 1357.55 mg/d! en PBS y se

mezclaron 1:1 con plasmas frescos nomales pobres en plaquetas para determinar el

-efecto de los aCLE semi-purificados sobre el TP y el TPTa (tabla XIV).

TablaXlV |
Reactividad de los aCLE contra los fosfolipidos que participan
en la cascada de la coagulacién (sistema semi-purificado).

' Muestra” TP (s) TPTa(s)
PFN 13.8 £0.33 456 +2.75
PFN + a 557356 138.0 £ 4.51
PFN+ b 250 y 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; ¢  1gG's inhibidas con mCL; d 1gG's
inhibidas con mFTS.

Como se muestra en la tabla anterior, en el sistema semi-purificado se repite el
fendmeno de prolongacion del TP y TPTa por la presencia de los aCLE de sueros de
sujetes sanos, La fraccion 1gG pura prolonga los tiempos de las puebas de coagulacion
dependientes de fosfolipidos (TP y TPTa). Alinhibir las IgG's, exhaustivamente con micelas
de cardiolipina o de fosfatidilserina (PFN + IgG's inh. con mCL 6 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 observd diferencia significativa con ninguno de los dos
fosfolipidos. Cuando se agregaron mCL a diferentes concentraciones, no se inhibié el
efecto anticoagulante de las 1gG's purificadas de manera dosis-respuesta, la inhibicion se
alcanzo abruptamente hasta concentraciones de 0.5 mg/ml (figura 19).
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Flgura 19 Inhlbtc:én con mCL del efecto anticoagulante de 5 lgG‘s punﬁcadas de sueros tratados a 56 °C
durante 30 minutos. La figura 19A muestra el TP en segundos de las IgG's inhibidas con diferentes
concentraciones de mCL. La figura 19B muestra el TPTa de las gG's inhibidas con diferentes concentraciones
de mCL. La concentracién de las IgG's se ajustd a 1357.5 mg/ml y se mezclaron V/V con plasmas frescos
normales. Las concentraciones de mCL partieran de 0.004 mg/mt hasta 3 mg/ml, para simplificar la grafica sdlo
se muestran las diluciones en las cuales se observd un efecto inhibitorio.

- La gréfica muestra una caida abrupta en el TP y TPTa a concentraciones proximas
a 0.5 mg/m de micelas de cardiolipina, no se observéd una curva dosis-respuesta
dependiente de la concentracion de micelas, fendomeno que posiblemente se debid a la
conformacién que toman [as moléculas de cardiolipina en solucidn acuosa. A
concentraciones grandes de cardiolipina en solucién la estructura que probablemente se
‘forma es similar a un liposoma, es decir un centro hidréfobo 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 SHNsgc, 30min, 0 de 19G"ssec, 20 min S€ Observo que el tiempo de formacién del codgulo de
fibrina depende de la cantidad de aCLE (provenientes de los SHNsec, 20 min © de€ las
IgG'Ssec, 30 min ) d€ Manera dosis dependiente. En estos experimentos se partié de una
dilucién 1:1 hasta diluciones 1:1024 de los SHN'Sss oc, 30 ma Y d& 678.77 mg/ml hasta 0.6
mg/ml de las IgG'Ssec, 30 min (figura 20). '

.
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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. Relacién PFNpp + SHN {n = 10)

. ... yPFNpp+IgGs (n=5). TP del PFN =13.3+0.21,y delas mezclas (VN) PFNpp §
sy, +PBS=ST3$252PEN+SHN=5842590. . i sl
Cande s : h f,.}:..f'Z" i‘i';-f:*ﬂ*i?. RN ,1;7 Sy ?a'..,.:s:' e AT v '

Lo ' ' i 3. : S

e " Como se puede ver en la fi gura antenor cuando la canndad de aCLE (de SHN&,QC
20 mn O de 1gG'Sss o, 30 mie) disminuyd, los fosfolipidos del PFNpp saturaron los sitios de
reconocimiento de los aFL presentes y éstos mostraron cada vez menos capacidad de
prolongacion del TP (figura 20) y del TPTa (figura 21). No se considerd necesario aumentar
la proporcion de SHN'Sgs o, 20 min © d€ 19G'Ssec, 30 min, dado que a la dilucién de la cual
partimos (1:1 de los SHNsec, 30 min © 678.77 mg/ml de las 1gG’Sseec, 20 min) € TP y el TPTa del
PFNpp se prolongé practicamente hasta el infinito. ~
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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. Relacién
PFNpp + SHN (n=10); PFNpp + 1gG's (n=5). TPTa del PFN =41.6£3.30, y
de las mezclas (VIV): PFNpp + PBS =122.0 £ 5.41; PFN + SHN =137.1 ¢ 10.5.
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9.14 Tratamientos que rompen el complejo aCLE-inhibidor.

La unién del antigeno con el anticuerpo tiene lugar a través de la formacién de Y
multiples puentes no covalentes entre el antigeno y los aminodcidos del sitio de”’
combinacién del anticuerpo. Aunque las fuerzas de atraccidn (enlaces de hidrégeno,
fuerzas electrostaticas, de Van der Waals e hidrofobas) involucradas en estas uniones son
individualmente débiles, en comparacién con las uniones covalentes, la multiplicidad de los
enlaces conduce a una considerable energia de unién, De este modo, si el antigeno y el

sitio de combinacién son complementarios, habra suficiente energia de unién para resistir

la disrupcién termodinamica. Pero, si las nubes de electrones del antigeno 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 antigeno |
particular y su poder de disciiminacién entre distintos antigenos; cualquier variacion con

atraccién. La unién antigeno-anticuerpo también se ve afectada por las caracteristicas
fisicoquimicas 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 antigeno o el
- anticuerpo son modificados la unidn antigeno-anticuerpo se vera tambien medificada. 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 ei que el anticuerpo se desnaturaliza
imeversiblemente y pierde la capacidad de reconocer a la cardiolipina con la que se
sensibilizaron las placas de micro-ELISA (figura 1). Ademas de la temperatura, se
estudiaron otros factores fisicoquimicos y b:olog:cos que rornpen la union aCLE-inhibidor,
los cuales serdn descritos a contlnuacmn |

9 14 1 Incubac:on y dialisis con amortlguadores hlpermolares
i
En un grupo de 10 SHN se estud:o el efecto que tlenen Ias concentracaones 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 conocia su
.comportamiento al ser tratados con calor, y dado que su comportariento era el esperado,

~ es decir el tratamiento a 56 °C por 30 minutos liberd los aCLE, los usamos para la SIgwente

serie de experimentos.
Como se mostrd en el apartado 9. 11 el tratamiento con un arnort:guador hipermolar
(PBS 1.5 M de NaCL) en el liquido de reaccion de los aCLE (SHN diluido 1:50 en PBS/SBF

- al 10%) disminuyé el reconocimiento de los fosfolipidos de la placa de micro-ELISA. El

‘tiempo que permanecieron los aCLE en el amortiguador hipermolar fue de 1 hora £ §
minutos. En el ensayo que a continuacion 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 pl de las muestra por duplicado y se continud el ensayo de manera estandar
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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- combinacién total, por un aumento de las fuerzas de repulsion y una disminucién de las de
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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 hipermiolares se liberan mas aCLE que
reconocen a la cardiolipina. Dado que el complejo antigenc-anticuerpo es un sistema )
dinamico, 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 comroborar el punto anterior se
dializaron los sueros contra volimenes grandes (4 litros) de los amortiguadores
hipermolares y se les detectd nuevamente la actividad aCL resultante. El ELISA se cormid

-

e e

.‘ | - como se menciond anteriormente en este mismo apartado Los resultados se muestran en
- la f igura 22
I. ) ' Tab'axv PR AT = 'EA et ; '

| Efecto de concentraciones altas de sales sobre el complejo
L -, aCLE- mhlbndor _' _
. . . - SOLUCIONES AMORTIGUADORAS ST R T
| | , HIPERMOLARES (pH7.2-7.4) I
' ‘ o . s._‘nl S 20°C S -PBS o e oo Glicing R Trizma Ceen et 56 °C .
T Muestra s Control g NaCLASM - e o 1OM i o ASM 00 58°C - L PostT
. '"1009¢oo1 . 0268007 U 027:003 024002  160:008  1.4610.12
"2 700121002 0.31£0.06 ©0.29£0.05 - 0.27:0.01 - 1724012  1.35:0.08
~ VR ‘37 0.11£0.01 0.2840.05 10.28£0.07 0.26:£0.03  -1.51£0.09 1.1340.13
. o ‘4 ¢ 0242005 0.4110.08 0.4010.02 0.39£0.02 . 1.7010.21 - 1.3810.15
et 85 aout 0,1040.02 0.26+0.05 - 0.27+0.05 .0.30£0.01 : 1.49+0.09 .1.1510.11
o -8 0 0.1540.03 0.3710.08 - 0.3610.06 = 0.34£0.05 1.7310.20 1.2810.26
. 47 e 0.1540.01 0.42+0.07 . 0414005 .. 0.4610.02 . 1.6110.09 1.254£0.18
T -8 r,','fs', 017£0.03 - . 043£009 . = 0.4240.03 - 0.474£0.03 1.81£0.15 1.3310.17
TR 9 . 0.1920.01 0.2620.03 041:007  035:0.01 1751011  1.4810.15
. 10 ::.,9.1‘310.01 N 0.3120.06 ~ ~ 0.34+0.08 ~ 0.33£0.02  1.6810.16 -1.35£0.18
MedlatDE 0.1410.04 0.34:007°°  0.35:0.068° 0.34:0.08° - 1.660.10 1.321012

I I oy
DU I R Y 1".. -

.* Los resultados estén expresados en DOJ.mnm y son el promedio de dos ensayos. '
1‘. p¢0.01 vs controles; no hay diferencia estadfsticamente significativa entre los tres amortiguadores; pcO 001 vs
ygtados a 56°C p<0 01vs tratados ad6°C postenor ala mcubacién con los diferentes amonlguadores ‘

.=‘.

Lo

Ut Los resultados de la figura 22 muestran como al romperse el equilibrio aCLE +
lnhnbidor > aCLE-inhibidor por la concentracion alta de sales de la didlisis, el inhibidor
-aparentemente atraviesa el poro de la membrana y se elimina por dilucidn, en tanto que el
antncuerpo pen'nanece en el mtenory es detectable medlante el ELISA.
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et delos SHN sin tratar = 0.1740.07; DO do 105 SHNsre, e =1.716% 024,

PES - Pasnn | L ATM L seee

SOLUCION DE DIALISIS ..

Figura 22. Actividad aCL de los SHN dializados durante 17 £ 1 hra 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 trizma1.5 M. DOusan
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. Cuando los sueros se dzallzaron ‘durante 17 horas” contra PBS no se observo
-dlferenc:a significativa al compararse con los sueros no tratados (controf). La didlisis de los

. sueros contra amortiguadores hipermolares “liberd” mayor cantidad de aCLE que cuando :

" s6lo se trataron los sueros con los amortiguadores hipermolares pero sin didlisis (p<0.01 vs

, controles). No se observd diferencia significativa entre los tres amortiguadores. Ei
tratamiento de los sueros a 56 °C “liberd” relativamente mayor cantidad de aCLE que la
didlisis con amortiguadores hipermolares (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 observo la
“liberacion” de los aCLE por el contacto con amortiguadores hipermolares, €l incremento
.-fue mayor cuando se dializé contra dichos amortiguadores y aparentemente alcanzd su
~maximo de liberacién cuando los sueros son tratados con calor Lo antenor muestra la
gama de afi nldades que tienen los aCLE Lol e -

1‘“ "‘t‘mu{.;i:

""J.' "i“‘f"“{ S IEE AR

ooy Ry :

9 14.2 Iricubaclén y dialisis con amorhguadores de pH ba_|o

_Uno de los principios en los que se fundamentan las técnicas inmunoldgicas de
- purificacién de antigenos, es que los anticuerpos al desnaturalizarse sueltan o liberan a su
- antigeno. Los procesos de desnaturalizacidon son tratamientos que modifican (en forma
‘reversible) la estructura terciaria de las inmunoglobulinas y/o del antigeno. Algunos de los
- métodos de desnaturalizacion mas empleados son: 1) temperaturas relativamente altas; 2)
_concentraciones altas de sales y 3) pH's bajos. A continuacién presentamos los resultados
- de los experimentos que se hicieron para estudiar el efecto del pH sobre el complejo aCLE-

. Inhibidor en los sueras humanos nommales.
Se estudiaron 10 SHN de la siguiente manera: se dlluyeron 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 incubacién se neutralizé el pH (7.2-7.4) y se detectd la

~ actividad aCL mediante el ELISA estandar. Los resultados se muestran en la tabla XVI.

A pH's entre 6 y 4 no se observé diferencia significativa con respecto a los sueros
sm tratar pero al incubar los sueros con amoruguadorea de pH = 3 se liberaron los aCLE,
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fendmeno que fue mas 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

apH's de 3y 2, al neutralizar el pH los aCLE regresaron a su conformacién original y por
tanto recuperaron su capacidad de reconocer fosfolipidos, en tanto que el inhibidor se
modificd de tal forma que perdio su capacidad de ocultar a los aCLE. La dialisis contra
amortiguadores de pH = 1, aparentemente desnaturalizd de manera irreversible a los aCLE
pues se perdié totalmente la actividad aCL (DO405 0.09+0. 06) que no fue detectable en
nlnguno de los SHN.

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

pH DE LAS SOLUCIONES AMORTIGUADORAS (PBSY TRIS-HCL)

oo pH7 e E _

. Muestra ‘Control 6 . 5 . - 4 . 3 2
1 0.130.06 0.180.04 © 0.1610.07 . 0.19+0.09 . 0.31£0.11 . 1.15:0.21
2 0.15+0.07 0.190.09 0.2310.11 0221013  0.4110.15 - 1.3610.30

3 0.1140.03 0.15#0.08 - 0.25:0.08 0.2120.18  0.4610.20 . - 1.4710.26

4 0.08+0.07 0.170.07 0.21£0.12 0.1810.08 = 0.26:0.09 = 1.2710.26

5 0.16£0.08 0.19:009 0.24+0.13 0.21£0.17  0.37+0.21 1.39+0.23

6 0.13+0.06 0.21£0.10 - 0.12+0.08 0.18+0.07  0.3810.17 1.42+0.37

-7 0.09+0.02 0.23+0.09 0.17+0.07 '0.23:0.11  0.5440.10 1.67+0.42

8 0.18+0.06 0.1610.10 0.27+0.12 0.26£0.15 0371012  1.45:0.36

9 0.1540.03 0.1810.06 0.2140.15 0.18£0.10  0.40+0.15 - 1.5410.46

10 0.1740.05 0.15+0.07 0.19:0.09  0.22:013  0.4240.17 1.78+0.38
Media+DE 0.14£0.03 0.18+0.02} 0.20+0.04* 0.2120.03% - 0.39:0.08"  1.45:0.18°

* Los resultados estdn expresados en DOusam ¥ sON €l promedio de dos ensayos.

$ NS vs control; no hay diferencia estadfstmmente s:gmﬁcatlva en el tratamiento con pH 6, 5 y 4vs contro!

T p < 0.001 vs control. oo

§ p <0.001 vs controles; p <0.001vs lncubados apH=2 | .
Al diluir en soluciones amortiguadoras de pH = 1 l[as DQusam observadas fueron de 0.09 + 0.06. SR

En general la desnaturalizacion de los anticuerpos y por ende la pérdida de la
capacidad de unirse al antigeno, ocumre a pH's entre 5y 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 dializd

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 determind 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 positivizd aCl. que
previamente eran negativos. Al dializar contra amortiguadores de pH = 6 se observd un
incremento en la liberacidn de los aCLE (significativo vs control; p<0.01), que fue en
aumento hasta alcanzar un maximo 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 yTns HCL). Los resuitados son el promedio

de dos ensayos. DOssam de los SHN sin tratar =0.15 £ 0.08; DOussom de los -
SHNsax, 30,.,.,-1574-023 ‘ : -

. Los resultados confirman nuestra hipotesis con respecto a que ex1ste una
disociacion del complejo aCLE-inhibidor, con tratamientos desnaturalizantes no "drasticos”.
Se demostrd también que pH's de 2 y 3 rompen el complejo aCLE-inhibidor y modifican al
inhibidor de tal forma que no recupera la conformacion tridimensional que es reconocida
por los aCLE. Las didlisis 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-ELISA. Los experimentos anteriores permitieron conocer
las caracteristicas fisicoquimicas de la unién aCLE-inhibidor y fueron de mucha ayuda para -
separar a los aCLE de su inhibidor sin danar a este ditimo.

. " Los resultados de los experimentos que presentamos a continuacion sugerian que
el tamario del inhibidor era menor a 1200 Kd, pues aparentemente atravezo las bolsas de
didlisis de celulosa benzoilada que tienen un tamario de poro promedio de 1200 Kd. Para
estos ensayos estudiamos los mismos 10 SHN de los experimentos anteriores. Cada suero
se dializd en forma independiente contra PBS y Tris-HCL a diferentes pH's (7 a 1), la
dialisis se hizo durante 17 horas aproximadamente a4 °C y se determ:no al fi nallzar esta la
actividad aCL resultante del tratamiento (Figura 24).

Los resultados presentados en la figura 24 reproducen la liberacién de aCLE al
dializar los sueros contra las amortiguadores de pH's entre 7 y 1 en bolsas de didlisis de
tamafio de poro promedio de 12 a 14 000 Kd. Como se puede ver a pH = 6 se observé un
incremento en la fiberacion de los aCLE (fue significativo cuando se comparé con los
controles; p<0.01), que fue en aumento hasta alcanzar un maximo al dializar contra
amortiguadores de pH = 2. Las didlisis en amortiguadores de pH's de 2 y 3 disociaron al
complejo aCLE-inhibidor y modificaron al inhibidor de tal forma que no recuperd la
conformacion tridimensional que es reconocida por los aCLE. La didlisis contra las
soluciones amortiguadoras de pH = 1, desnaturalizé tanto al inhibidor como a los aCLE de
forma ireversible, 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 didlisis de celulosa
benzoilada (tamafo de poro promedio de 1200 Kd) durante 17 £ 1 hrad4°C
contra amortiguadores de pH's bajos (PBS y Tris-HCL) . Los resultados son e
promedio de dos ensayos. DOusun de los SHN sin tratar= 0 17 + 0.06;
D0u0sam de los SHNsa-qaomm = 1. 62: 0.31.

‘o.‘ . .
o

Con el inhibidory los aCLE separados sin modificarse irreversibleme'hté se tenia la
-estrategia de punf'cacmn y caracterizacion del lnhnbndor las cuales se descnben
postenormente

9.14.3 Tratamijento de los SHN con fosfolipasas.

Aparentemente el inhibidor termoldbil que oculta a los aCLE es una molécula
pequefia de peso molecular menor a 1200 Kd, como lo sugieren los resultados del
apartado anterior. Sabemos ademas que los aCLE tienen reactividad sélo contra
fosfolipidos, evidencias que indican que el inhibidor puede ser un fosfolipido. Para probar
ésto, se trataron los SHN con fosfolipasas Az, B, Cy D y se mldso Ia actlwdad aCL
resultante de las digestiones. -

En los fosfohpldos conocidos también como fosfatidos o fosfoglicendos uno de los
grupos hidroxilo primarios de la glicerina se encuentra esterificado por el acido fosforico y
los otros dos por acidos grasos. Los fosfalipidos pueden ser hidrolizados por tratamientos
con cambios suaves de pH, de tal forma que el producto de la hidrdlisis son acidos grasos
en forma de jabones y el esqueleto de la molécula constituido por la glicerina-acido
fosfdrico-alcohol queda inalterado. La hidrolisis de la molécula con cambios drasticos del
pH origina la liberacion de ambos acidos grasos y del alcohol de cabeza polar. Puesto que
el enlace entre el acido fosférico y la glicerina es relativamente estable a la hidrolisis
alcaling, el producto de la hidrdlisis es el fosfato de glicerilo, que puede escindirse mediante
hldrohsus acida, lo cual podria explicar que el tratamiento con amortiguadores de pH bajo
modifiquen irreversiblemente al inhibidor termolébil dejando libre a los aCLE.

Los fosfoglicéridos también pueden ser hidrolizados por la accion de fosfolipasas
especificas. La fosfolipasa A separa, de modo especifico, el &cido graso de la posicién 1, y
la fosfolipasa A,, el de la posicion 2 (Figura 25). La fosfolipasa B, que es una mezcla de las
fosfolipasas A y Az, efectia la separacion sucesiva de los dos &cidos grasos de los
fosfoglicéridos. La fosfolipasa C hidroliza el enlace entre el dcido fosférico y la glicerina,
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mientras que la fosfolipasa D elimina al grupo de cabeza polar, dejando al acido fosférico
libre. Los fosfolipidos al igual que otros lipidos complejos, se pueden separar e identifican
con facilidad por cromatografia en capa fi fina, técnica que nos permitid aislar y caracterizar
al inhibidor.

<
[

Fesfallpasa Al

HCOLﬂ —R1
Festelipasa A2 I O
R:—C +o CH

o : . l Fl“f.llo:sal'

H :C O‘I'P-LOCHzC HN (CHs)s

Fo:mllpasa C I

- Figura 25. Representacion esquematica de la molécula de fosfatidficolina. Las flechas muestran muestran los

puntos de corte de las fosfolipasas especificas. Ry y Rz = 4cidos grasos. La fosfolipasa B es una mezcla de las
fosfolipasas A1y A efectia la liberacién sucesiva de los dos acidos grasos de fos fosfolipidos. .

Los 10 SHN que hemos estudiado en los Ultimos apartados fueron digeridos con las
fosfolipasas Az, B, C y D, teniendo en cuenta que; tanto en el suero humano como en el
suero bovino fetal existen inhibidores de las fosfolipasas, razén por la cual los SHN's se
diluyeron 1:20 en PBS y se les agregd una concentracién 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 éptimas de accién 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 maxima de accion es a pH .= 5.6, como
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

neutralizd el pH de las mezclas, se diluyeron en PBS con 10 % de suero bovino fetal (para
inhibir el efecto de las fosfolipasas) y se determind la actividad aCL resultante del
tratamiento. La casa comercial que extrajo las fosfolipasas (SIGMA) proporciond entre otra,
la siguiente informacién que creemos conveniente citar: una unidad de fosfolipasa A,
hidroliza a pH = 89 y 25 °C, 1.0 ymol/min de L-a-fosfatidilcolina y produce L-o-
lisofosfatidilcolina mas &cidos grasos; una unidad de fosfolipasa B produce a pH = 8.0y 37
°C, 1.0 pumol/min de glicerolfosforilcolina a partir de L-e-lisofosfatidilcolina de yema de
huevo; una unidad de fosfolipasa C produce a pH = 7.3 y 37 °C, 1.0 umol de fdsforo
organico soluble en agua a partir de L-o-lisofosfatidilcolina de yema de huevo; y una unidad
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de fosfolipasa D produce a pH = 56 y 30 °C, 1.0 ymol/hr de colina a partir de L-a-
lisofosfatidilcolina de yema de huevo,

' Tabla XVil
FOSFOL!PASAS UTILIZADAS PARA LA DlGESTION DE LOS SHN.
ORIGEN CONDICIONES DE pH Y TEMPERATURA DE MAXIMA ACCION

TEMPERATURA CONCENTRACION

FOSFOLIPASAS ORIGEN ‘pH  (°C) ' (ul)
A; Venenode =89 . 25 .10
abeja . S
Apis mellifera
B Especies - - 8.0 -1 e 10 -
‘ -_ dewbno s T o
e LTIV T8 w87 L e A0 !
- o Cperfnngens R o
LR e gmen T n(Gowelohi) T e e e

i - Cacahuate -

Los resultados de las digestiones se muestran en la tabla XVIill, el analisis
estadistico para comparar el efecto de las fosfolipasas se hizo mediante la prueba t de
student, y en los casos en los que una o mas de las premisas para la prueba ¢ no se -
cumplieron se uso la prueba U de Mann-Whitney. Las digestiones con fosfolipasa A; no
incrementaron la actividad aCL de los SHN, es decir que la liberacion de los acidos grasos
en la posicion 2 de la molécula del inhibidor no modifica la unién aCLE-inhibidor, en tanto
que el tratamiento con la fosfolipasa B si incremento dicha actividad, lo cual sugiere que la
union de los aCLE con su inhibidor depende de que este Ultimo esté completo, que no se
altere el Acido graso de la posicion 1. Al digerir los sueros con la fosfolipasa C se observo el
maximo incremento en la actividad aCL, lo que muestra que la unién de los aCLE con su
inhibidor depende principalmente del grupo fosfato y en menor proporcién de la cabeza
polar del fosfolipido, hecho que se corrobora con la digestidn con la fosfolipasa D, en la
que al liberarse la cabeza polar del fosfolipido existe un incremento en la actividad aCL
proporcionalmente menor a la digestion con fosfolipasa C. En conjunto, se puede concluir
que ésta es una evidencia mds que apoya el origen fosfolipidico de! inhibidor termolabil que
oculta alos aCLE. .
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Tabla XViil
Digestién de 10 SHN con fosfolipasas especificas*.

Actividad aCl.  Actividad aCL

(DOys) (DOu0s) tratamientoa
FOSFOLIPASAS antes de la despuésdela 66°C,30 min. valor de P’
digestion digestion |
A, 0.09£0.06 0.08£0.03 1856026 NS -
B | 0.1410.08 0.450.14 - 1.06£0.18 <0.01
c  0.07£0.06 0.8410.17 1.2410.31 <001 .
D 0.0840.05 0.37:0.05 . 0.98+0.23 <001 °

* Los resultados son el promedio de un ensayo. . ;
¥ Valores de P parala prueba t de student. D:gendos vs no dtgendos

1,*

Es lmportante determmar si las fosfohpasas _no modiﬁcaron a Ia cardiolipina en las

-

‘condiciones en las que se aplicaron a las placas de microELISA sensibilizadas, para

determinar la actividad aCL de los sueros digeridos. Para esto se aplicaron 10 Unidades de
cada fosfolipasa por triplicado a placas de microELISA sensibilizadas con CL, se incubd en
las condiciones de temperatura y pH éptimas para cada una y se probé un SHNss o, 30 min.,
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 = 72 y a
temperatura ambiente, después del tiempo de digestion, se lavod y se aplicod el SHNssc, 30 min.
control, Los ELISAs se comieron de manera convencional. Los resul’cados se presentan en

la tabla XIX.

Tabla XIX ,
Efecto de fas fosfolspasas sobre la cardlohpma en las
placas de mtcroELISA“
- Fosfolipasas + SBF al 10% sin SBF
A . 1715%021 1360025
B 18234023 07054018
c 1.694 £0.18 0.375 £0.23
D 1.816 £ 0.28 0,875 +£0.27

# Los resultados son el promedio de triplicados.
' DCQuosam del SHN = 0.067¢ 0,035, :
DO usam del SHNaa <, 0mn. = 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 dptimas de temperatura y pH para estas, se observé que la’
fosfolipasa Az, 0 no modifica al fosfolipido o los aCLE reconocen a la parte que no fue
modificada (grupo fosfato, esqueleto del glicerol y cabeza polar). Las dlgeshones con la
fosfohpasa B comroboran lo anterior, .

"En la digestion con la fosfolipasa C, con Ia que se ehmlna la cabeza polar junto con
el fosfato se observd una disminucion clara del reconocimiento de la CL por los aCLE del
suero control. Finalmente, la digestion con la fosfolipasa D, mostrd también una
disminucion del reconocimiento de la CL por los aCLE pero no tan notable como el de Ia
digestion con fosfolipasa C. Los resultados de estos ensayos corroboran el efecto de Ias
fosfohpasas sobre el inhibidor cuando esta formando el complejo aCLE—mh|b|dor

RN . ) 5
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9 15 Caractenzac;én del factor termolébll que oculta a Ios aCLE

! ‘ ( A .
N ‘Desde el principio del trabajo tuwmos evndencxas que sugenan que el mh:bidor de |

Ios aCLE podia ser un fosfolipido, como se mostro en los estudios de inhibicidn de la

- ‘actividad aCL ¢con micelas de fosfollpido. Esta primera evidencia tomé mas fuerza al tratar

las micelas de fosfolipido a 56 °C durante 30 minutos y observar que perdian

- completamente su capacidad de inhibir la actividad aCL de los aCLE. En algin momento
~se pensd que el inhibidor podia ser la B,GP-l como lo propusieron Mcintyre y

colaboradares'®, 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 clinicamente sanos. En punto 9.11 se presentaron los resultados que muestran que
los aCLE son oligoreactivos pues solo reconocen fosfolipidos tanto de carga neutra
(fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina) como aniénicos (Cardiolipina,
fosfatidilserina, fosfatidilglicero! y fosfatidilinositol), lo que constituyé una evidencia mas de
que el inhibidor de los aCLE solo podia ser un fosfolipidos. El inhibidor termolabil
aparentemente atravesd una membrana de dialisis de tamario de poro promedio de 12 000
a 14 000 Kd, y aun mas, aparentemente atravesd una membrana de didlisis de tamario de
poro promedio de 1200 Kd lo que sugiré que el inhibidor podia ser una molécula muy
pequena. La evidencia mas fuerte, del origen fosfolipidico del inhibidor, fue la liberacidn de
los aCLE mediante digestiones con fosfolipasas, con lo que el camino para la
caracterizacion del inhibidor que oculta a los aCLE estaba ya trazado, solo restaba definir la
estrategia a sequir. En este sentido, se sabia que el complejo aCLE-inhibidor se disociaba
sin modificarse irreversiblemente ninguno de los dos componentes, con diélisis a pH'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 didlisis de celulosa benzoilada (tamario de poro

promedio de 1200 Kd) durante 1741 hora a 4°C. Temminada la didlisis, se comprobd que la
actividad aCL de los 10 SHN hubiera aumentado (aumentd de 0.125+0.08 DOysim @
0.91240.231 DOuesnm). El siguiente paso fue buscar el inhibidor en el liquido de dialisis, para
lo cual hicimos extracciones con cloroformo, evaporamos el solvente hasta 200 pi
aproximadamente y analizamos por cromatografia de capa fina en placas del silica gel H
(Merk) con el sistema de solventes cloroforme-metanol-agua en proporcion 65-25-4
respectivamente. Los resuitados no fueron positivos pues no se encontré al fosfolipido. La
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- conclusién a la que llegamos fue que si el o los fosfolipidos No se encontraban dentro de la

bolsa, ni en el liquido de didlisis, debian estar pegados a la bolsa de celulosa benzoilada.
Por lo que se lavaron exhaustivamente las bolsas de didlisis con cloroformo-metanol en
proporcion 65-25 respectivamente, se evapord el solvente hasta 0.5 ml y se analizo .
nuevamente por cromatografia en capa fina. Los resultados se muestran en la figura 9. Se
determind ademés, la presencia de proteinas por el método de Lowry'™ y en geles de
PAGE'™ ™ todas las determinaciones fueron negativas (sensibilidad del método de Lowry
= 2 pgr) Los resultados dela cromatograf:a en capa fina se muestran en la figura 26.
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.+ Figura 26. ldentificacion de los fosfolipidos extraidos de las bolsas de
.. de diélisis de nitrocelulosa benzoilada. Los controles fueron fosfolipidos puros
- de SIGMA y se aplicaron 20 ug de cada uno en una sola aplicacién. A. Fasfolipi-

" - dos neutros: 1 = Fosfatidilcolina; 2 = Fosfatidiletanolamina y 3 = Esfingomielina.
"' B, Fosfolipidos aniénicos: 4 = candiolipina; 5 = Fosfalidilserina; 6 = Fosfatidil-
7 glicerol y 7 = Fosfatidilinositol. Para A y B: C(-) = Concentrado de los lavados
* con cloroformo-metanol de bolsas de didlisis nuevas; M = Concentrado del extrac-

- 1o cloroformo-metandlico de Ia bolsa de didlisis de un los SHN.

La figura 26 muestra los resultados de un ensayo en el que se identificd a los
fosfolipidos que se pegaron a la membrana de didlisis de nitrocelulosa benzoilada, después
de dializar un SHN contra Tris-HCL 1.5 M pH = 4, En el cromatograma se encontro
identidad con FTC y FTE de los fosfolipidos neutros; FTS y FTG de los fosfolipidos
anlomcos como lo muestran los Ry que son una medida de dicha identidad. En 1941 Martin
y Synge'” demostraron que los solutos cuando se desplazan sobre una superficie inerte, lo
hacen mas lentamente que el disolvente puro. Bajo condiciones determinadas, la velocidad
del soluto es caracteristica y se distingue por sus valores de R;. El clculo del R; se hace de
acuerdo a la siguiente férmula:
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‘velocidad de migracian del soluto
R| = _ .
. | velocidad de migracién del solvente

"/

£

Con la férmula anterior se calcularon los Ry de los fosfolipidos eluidos de las bolsas
de dialisis de los 10 SHN y se encontré una distribucidn homogénea. Los resultados se
muestran en la tabla XX. -

Tabla XX
R; de los fosfolipidos extraidos de las bolsas de diélisis
| de nitrocelulosa benzoilada. - |

R ’

MUESTRA FTC  FTE . EM  CL FIs ~ FTG  FTI
FLpuos 025 - 072 012 057 028 050 0.30

SHN 1 025 075 — — ' 028 o048 -
SHN 2 0.26 0.76 — — 027 = — —
SHN3 ° 025 0.73 — — 029 050 —
SHN 4 025 072 — — 0.29 — —
SHN 5 0.26 0.71 — — 0.28 — —
SHN 6 0.24 0.72 — — 028 050 —
SHN 7 0.25 0.73 — — 0.28 - —
SHNE8  .0.25 0.72 — — 029 . — —
SHNG . 026 ° 073 — — 029 = — —
SHN10  0.24 0.72 _ — 027 050 —

Para comprobar que los fosfolipidos extraidos de las bolsas de didlisis son
reconocidos por los aCLE de donde se liberaron, se sensibilizaron placas de micro ELISA
con el extracto clorofomo-metandlico 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 V/V) de bolsas
de didlisis de celulosa henzoilada nuevas. El ensayo se comid de manera estandar, En las
placas de microELISA se probaron SHN con sus extractos autdlogos y con los extractos
heterdlogos. Se probaron ademas las5 19G’Sssc, 30 min (cOncentracion final = 678.77 mg/ml).
L.os resultados se muestran en la tabla XXI. |
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Tabla XXI

Reactividad de los aCLE contra los fosfolipidos de los extractos (autélogos o
heterdlogos) de cloroformo-metanol de las bolsas de celulosa benzoilada®.

las bolsas de dialisis de los sueros:

4

- Placas sensibilizadas con los fosfolipidos extraidos con cloroformo-metanol de las

Blanco .
MUESTRA  Cloroformo/ SHN 1 SHN 2 SHN 3 SHN 4 SHN 5
Metanol .
SHN1  0.08:0.06 0.60+0.18 0.59+0.16 0.63+0.10  0.6110.16 0.59+0.17
SHN 2 0.0610.01 0.52+0.12 0.61+0.20 0.63+0.13  0.6310.17 0.57+0.16
. SHN 3 0.08+0.07 0.73x0.17 0.77+0.18 - 0.6740.18 - 0.72+0.19 0.611+0.18
SHN 4 0.11+0.05 0.85+0.17 0.7240.15 0.7610.13 ., 0.7410.20 0.67+0.18
SHN 5 0.0740.06 0.6910.16 ’ 0 6710 17 0. 76t0 12 - 0.5310.16 . 067012
lgGsg 1 0.07+0.06 0.48£0.06 0. 58:0 15 0 58t0 17 - 0471015  057:0.16 .
19Gss 2 0.0440.03 0.61+0.17 0.6940.17 - 047:0.18 - 0.5710.16 . - 0.6630.17
0G5 3 "0.0910.05 = '0.43+0.12 . 0.3810.09 0.47+0.14  0.4620.15 ..0.47+0.18
_1gGss 4 0.0610.03 - 0.5810.19 . 0.66x0.17. 0.57£0.18 . . 0.6010.19 -. 0.57+0.18
10Gs, 5 0.09+0.07 - 0.66£017 - 0.58%0.12 0.661£0.13

| 0.57£0.17 .

1068017 .

N - -
. N : B

* Los resultados estan expresados en DOusam Y Son el promedio de duplicados.

Como se puede ver en la tabla XXI, los aCLE liberados de los SHNgw reconocieron
los fosfolipidos eluidos de la membrana de dialisis de celulosa benzoilada. El
reconocimiento es tanto autdlogo como heterdlogo, un mismo suero tiene practicamente el
mismo patrén de reactividad contra los diferentes extractos. En cuanto a las 1gG’sss «c, 30 min
purificadas, se observd un patron de reconocimiento similar, las cinco reconocieron los
extracto heterdlogos.

Con los extractos de los sueros SHN 6, 7, 8, 9 y 10, se inhibieron los sueros
autdlogos de donde provenian (SHNga). Los extractos cloroformo—metanolzcos se
evaporaron hasta sequedad con nitrogeno gas en tubos eppendorf y se adicionaron 100 pl

de PBS + 10 pl de PBS Tween 20 al 0.5%. Se homogeneizaron durante 20 minutos (en un
Vortex) y se mezclaron con 100 pl de SHNq. autdlogo. La mezcla de inhibicidn se incubd

durante 1 hora a 37 °C y toda la noche a 4 °C con agitacion. Los controles del experimento
se detallan a contmuac:on

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

Control (+) = SHN (6, 7, 8, 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

agitacion. Todas las muestras y controles se llevaron a una dilucién final de 1:50 (ensayo
estandar). Los resultados se muestran en la figura 27, o
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Figura 27, Actividad aCL liberada por la dialisis contra amortiguador de
Tris-HCL pH =3 durante 17 £ 1 h a 4 °C einhibida conlos extractos clorofor-
mo-metandlicos autélogos (5 SHN). Los resultados son el promedio de tripli-
cados del ensayo de ELISA estdndar aCl. Las DOugam de los 5 SHN sin
tratar fueron: 0.11£0.05. DIAL = SHN dializados. DIAL-INH/E = SHN dializados

e inhibidos con el extracto cloroformo-metandélico  autdlego. 56°C, 30' = SHN

tratados a 56 °C durante 30 mmutos '

Como se puede ver en la ﬁgura anterior, los fosfolipidos extraidos de las
membranas de didlisis de celulosa benzoilada, inhiben la actividad aCL liberada por la
didlisis contra el amortiguador de Tris-HCL 1.5 M de pH = 4. Con los experimentos
anteriores se comprobd que el inhibidor termolabil que oculta a los anticuerpos anti-
cardiolipina escondidos son los fosfolipidos neutros fosfatidilcolina, fosfatidiletanol-amina y
los fosfolipidos aniénicos fosfatidilserina y fosfatidilglicerol.
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10, Riscusion.

Los aFL son autoanticuerpos que se pueden detectar por ensayos inmuno- .
enzimaticos en los que los fosfolipidos cargados negativamente, cardiolipina
principalmente, son usados como antigeno™ ' ', Recientemente, se encontrd que la
R.glicoproteina-| es un factor necesario para la deteccnon in vitro de loa aCL de pacientes
enfermedades autoinmunes como el LEG y el SaFP™ ', Los aCL de los pacientes con
enfermedades infecciosas (que raramente tienen trombosis) reconocen a la CL en
ausencia de R,GP-l. La diferencia en el requerimiento de la B,GP-l entre los aFL de [os
pacientes con enfermedades autoinmunes y los aFL de pacientes con enfermedades
infecciosas permitié a Matsuura y colaboradores' clasificar a los aFL en dos grupos: los
aFL autoinmunes que requieren de la B,GP-l para su deteccion in vitro, se encuentran
presentes en pacientes con enfermedades autoinmunes y se asocian a ciertas
manifestaciones clinicas como trombosis, trombocitopenia, pérdida fetal recurrente, etc. El
segundo grupo, es el de los aFL no autoinmunes, no requieren de la B,GP-| para su
deteccidn in vitro, se encuentran presentes en pacientes con infecciones como sifilis y no
se asocian a manifestaciones clinicas. Segun lo anterior, los aFL autoinmunes estan
reconociendo el compl 33ya Bng |- fosfollpndo y los no auto:nmunes reconocen al fosfollpudo
propiamente dicho™®
En 1989 Cheng y colaboradores demostraron que Ia lnactwacnon de Sueros
nommales (56 °C durante 30 minutos), descubre aCL de isotipo 1gG que previamente eran

- negahvos tanto en los sueros de pacuentes con LEG y sifi I|s como en los de sujetos

sanos'™*

Recuentemente demostramos que los aCLE de su;etos chmcamente sanos no son
dependientes de la B,GP-] para su deteccion in vitro'™. En este sentido, los aCLE pueden
clasificarse como a aFL no patogénicos de acuerdo a lo reportado por } Matsuura®”, En

1992 H. M. Cheng y colaboradores' y en 1993 Mclntyre y colaboradores' reportaron que
" .la B,GP-l inhibe parcialmente la deteccion de los aCLE presentes en el suero de sujetos

clinicamente sanos, pero nosotros no encontramos evidencias claras de ello, por el
contrario, nuestros resultados mostraron que la actividad aCL de los aCLE de los su;etos
sanos no se altera por la presencia o ausencia de la l?:zGF’-Iﬂrs En otra comunicacion
mostramos que los pacientes con SaFP tienen, ademas de los aCL nativos dependientes
de B,GP-I'”, dos poblaciones méas de aFL que son: aCL ocultos (aCLE) dependlentes e
independientes de la B,GP-| para su deteccion /n vitro.

Se desconoce silos aCL nativos u ocultos dependientes de B,GP-| y su contraparte
independientes del cofactor tienen el mismo origen, y si los aCL no escondidos
independientes de la R,GP-l derivan de autoanticuerpos naturales que sufrieron mutacién
somatica inducida por antigeno, como lo sugiere el hecho de que sean de clase IgG. Los
estudios moleculares de las regiones Vy de los aCL no escondidos patogénicos e
infecciosos y de los aCLE pueden proporcionar informacion acerca del origen y maduracion
de estos autoanticuerpos.

Estamos concientes de que no existen condiciones fisioldgicas in vivo que semejen
la liberacién por calor de los aCLE in vifro, sin embargo, el fenémeno existe y requiere
explicacién. Las caracteristicas de los aCLE pueden ayudamos a explicar el origen de los
aFL patogénicos en humancs, pues como se mostrd el fendmeno 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 caracteristicas de
reactividad y dependencia de 8,GP-l que los aCLE presentes en los sujetos clinicamente
$anos.
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I La reactividad de los aCLE no es especifica, pues reconocen tanto fosfohp:dos
: anidnicos como neutros, sin embargo, su pohrreactlwdad se restringe a un grupo pequenc
de antigenos todos ellos fosfolipidos. El reconocimiento de estructuras tan ubicuas y
I vinculadas entre si, puede ser una caracteristica importante de este grupo de aFL. Su,
papel fisioldgico puede estar relacionado con la depuracion de restos celulares del
, organismo que les did origen o de microorganismos invasores, con ello proponemos que

l - forman parte de las primeras lineas de defensa y de la poza de autoanticuarpos naturales.
| Los resultados que muestran que tanto los sueros humanos normales como las
lgG's purificadas de los mismos, prolongan los tiempos de coagulacion dependientes de
l fosfolipidos, son hallazgos que sugieren dos cosas: 1) que los aCLE son verdaderos aFL
que reconocen a los fosfolipidos que participan en las reacciones de la cascada de la
coagulacion por especificidad y sin otra razon en particular; y 2) que los aCLE tienen un
papel fisiolégico regulador de este sistema, en el que participan fosfolipidos sclubles,
lipoproteinas y lipidos tanto negativos como neutros constitutivos de las membranas de las

plaquetas, células endoteliales, etc.

En 1992 la Dra. Gali"™ reportd 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 concentracion de una mezcla de inhibicion compuesta por

- cardiolipina, fosfatidilcolina y colesterol. En los 11 plasmas restantes solo se inhibié la
actividad aCL, quedando en el sobrenadante la actividad AL. LLos 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 denomind aCL tipo B. Nimpf y colaboradores'® demostraron
que la R,GP-| al unirse a los FL's de carga negativa inhibe la conversion de protrombina a
trombina por el complejo enzimatico Xa/Va. Usando un sistema altamente purificado de los
factores de la coagulacion Xa, Va protrombina y vesiculas compuestas por fosfatidilserina y
colestercl, la Dra. Galli estudi el efecto de los aCl. tipo A y tipo B en presendia y ausencia
de R,GP-l. En ausencia de R,GP-l o de vesiculas de FL's no se inhibid la formacion de
trombina por ninguno de los dos tipos de aCL A o B. La adicion de B,GP-l al sistema en
presencia de las vesiculas de FL's y de aCL tipo A aumentd dramaticamente el efecto
inhibidor de la B,GP-l. Cuando se adiciono al sistema sdlo R,GP-l, se observd una
inhibicion tiempo-dependiente, que no se afecto por la presencia de los aCL tipo B o de 1gG
inespecifica. . Los datos presentados por la Dra. Galli muestran que la actividad
anticoagulante de un tipo de aFL’s esta mediada por la 8,GP-| y que existe ofro tipo de aCL
que no tiene actividad anticoagulante, los aCL tipo B. El trabajo de la Dra. Galii sugiere que
existen tres tipos de aFL. dirigidos contra FL's de carga negativa (los aCL tipo A, aCL tipo B
y AL) que sumados a los aFL infecciosos, a las 4 subpoblaciones de aFL reportadas por
nuestro grupo'” en pacientes con SaFP y a las evidencias que tenemos de aFL en sujetos
sanos (aFTC-IgM™® y aCLE) muestra el campo tan extenso que tenemos los estudiosos
de los anticuerpos anti-fosfolipidos.

Los estudios de reactividad mostraron que los aCLE son oligomreactivos porque
reaccionaron contra fosfolipidos tanto aniénicos como zwitteridnicos, y no reaccionaron
contra otros antigenos (DNAcd, DNAcs, vimentina, antigenos nucleares y citopldsmicos).
La reactividad cruzada contra fosfolipidos maostré dos patrones de reconocimiento: 1) aCLE
con actividad aCl, aFTS, aFTl, aFTE, aFTG, aAF y aEM que se inhibieron con mCL; y 2)
aCLE con actividad aFTC que se inhibieron exclusivamente con mFTC. Este fendmeno
sugiere que existen dos subpoblaciones de aCLE en sujetos sanos, una cligoreactiva y
otra monorreactiva cuyas funciones pueden ser. a) depuradores de células envejecidas 0
de restos celulares (los aCLE “moncrmreactives”); y b) primera linea de defensa contra
agentes infecciosos (los aCLE “polirreactivos”).
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En los trabajos publicados por Avrameas y colaboradores'™ se reporta que
muchos de los autoanticuerpos naturales reconocen IgG autdloga, es decir, tienen
actividad de factor reumatoide. En 1992 Ortiz Maslloréns y colaboradores’w 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 circutan en el tomente sanguineo en forma de complejos 1gG-IgM, que al
ser disgregados por el enriquecimiento de Ia fraccidn IgM se potencia la actividad de factor
reumatoide. El efecto inhibidor de la IgG se acentua cuando se emplea 1gG agregada por
calentamiento.

Los resuitados que muestran que los aCLE son ohgorreacﬂvos contra fosfohpldos y
que no reaccionan contra gamaglobulina agregada demuestran que los aCLE no son
factores reumatoides “ocultos” y con ello se descarta tambien que el inhibidor termolabll sea
lgG.

- Como se sabe los procesos de desnaturalizacién son tratamientos que modlﬂcan
(en forma reversible) la estructura terciaria de las inmunoglobulinas y/o del antigeno.

~ Algunos de los métodos de desnaturalizacion mas empleados son: 1) temperaturas

relativamente altas; 2) concentraciones altas de sales y 3) pH's bajos. Durante el desarmolio

del trabajo presentamos los resultados que muestran que los tres métodos afectan la union -
- ‘aCLE-Inhibidor y que dicha union es un equilibrio dmamlco en el que hay fonnaaon y

_disociacion del complejo

Desde el principio del trabajo tuvimos ewdencnas que sugerian que el tnhlbldor de
los aCLE podia ser un fosfolipido, como lo mostramos con los estudios de inhibicion de la
actividad aCL con micelas de fosfolipido. Esta primera evidencia tomd mas fuerza al tratar
las micelas de fosfolipido a 56 °C durante 30 minutos y observar que perdian
completamente su capacxdad de inhibir la actividad aCL de los aCLE. Mcintyre y
colaboradores'™ propusieron en 1993 que el inhibidor podia ser la 8,GP-|, 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 clinicamente
sanos. Ademds los resultados que muestran que los aCLE son oligomreactivos pues sélo
reconocen fosfolipidos tanto de carga neutra (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
esfingomielina) como anidnicos (Cardiolipina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y
fosfatidilinositol), constituyd una evidencia mas de que el inhibidor de los aCLE sélo podian
ser fosfolipidos. Con el uso de técnicas que permiten la disociacion del complejo
anticuerpo-antigeno utilizando amortiguadores hipermolares de pH bajo, separamos al
anticuerpo de su inhibidor termolébil sin danar a este ultimo. Este procedimiento pemitid .
identificar la naturaleza del inhibidor y no sdlo eso sino que se demostrd mediante
cromatografia en capa fina que los fosfolipidos que inhiben a los aCLE son: la
fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y el fosfatidilglicerol. Estos
resultados demuestran que los aCLE son verdaderos anticuerpos anti-fosfolipidos cuya
fraccidn F(ab), se encuentra bloqueada por fosfolipidos y circulan inhibidos en el torrente
sanguineo, ademas apoyan la nocién de que los anticuerpos anti-fosfolipidos son una
familia heterogénea de autoanticuerpos que coexisten en un mismo individuo.

Los aCLE circulan inhibidos por fosfolipidos que impiden su unidn con el antigeno, y
cuando ocume algun proceso que altera la homeostasis (por agentes infecciosos,
traumatismo, fractura de huesos, infartos, procesos inflamatorios por fonmacion de cristales,
el nacimiento, etc.) se monta una respuesta con cambios sistémicos y metabdlicos, los
cuales son referidos como respuesta de fase aguda. Entre las diferentes proteinas que se
incrementan en la respuesta de fase aguda, muchas de ellas son enzimas, siendo en este
momento las fosfolipasas'™’, las enzimas de nuestro interés pues nos permite proponer un
mecanismo de liberacidn de los aCLE in vivo. De esta manera la presencia de fosfolipasas
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en forma sistémica o localizada puede, como se mostrd en los resultados del trabajo,
liberar a los aCLE de su inhibidor, con lo que se tendrian grandes cantidades de
anticuerpos anti-fosfolipidos para actuar como primera linea 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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.1 ESTUDIOS EN HUMANOS.

. Los aCLE tienen una frecuenc:a del 94 % en la poblacién normal estudiada y son'
exclusivamente de isotipo IgG.

En pacientes que tienen titulos altos de aCL no escond|dos dependlentes e
independientes de la GZGP-I (LEG SaFP y sifilis) para su deteccwn in vitro, coexisten
los aCLE.

En los pacientes con sifilis cuyos ‘aCL no escondidos son mdependnentes de la BzGP I

“para su deteccion in vitro, los aCLE detectados tuvieron caracteristicas de aFL

infecciosos. En los pacientes con SaFP que tienen aCL no escondidos autoinmunes se
caracterizaron tres poblaciones mas de aFL: una no escondida de tipo infecciosa y dos

- de aCLE, de las cuales una fue dependiente y la otra independiente de la 8,GP-.

- de inhibicién: aCLE que reaccionan contra FL anidnicos y aCLE que reaccionan contra -~

Los aCLE detectados en los sueros de sujetos clinicamente sanos tuvieron reactividad
cruzada contra FL anionicos y 2witteridnicos. Los resultados de las inhibiciones de la
actividad aFL sugieren que existen dos subgrupos de aCLE en funcidn de los patrones

FL neutros. La polireactividad de los aCLE es limitada, porque se reduce al
reconocimiento de fosfolipidos y no reconocen otros antigenos.

Los aCLE de los SHN prolongan los tempos de coagulacién dependlentes de
fosfolipidos, es decir tienen actividad de anticoagulante Iipico. Dicha ac’nvudad
demuestra que son verdaderos anticuerpos anti- fosfohpldos cuya fraccion F(ab)® esta
bloqueada por fosfolipidos.

. Ademas de la temperatura, también el pH bajo y las concentracaones altas de sales

rompen la union aCLE-inhibidor, la cual forma un equilibrio dlnamlco aCLE-inhibidor «>
aCLE +inhibidor . -

La estabilidad del complejo aCLE—lnhlbldor depende de que el inhibidor (fosfolipido) esté
completo, como lo muestran las digestiones con fosfolipasas (A;, B, C y D). Al escindir la
cabeza polar junto con el grupo fosfato del fosfolipido se liberan los aCLE en proporcion
similar al tratamiento a 56 °C durante 30 minutos.

. Los fosfolipidos que ocultan la actividad aCL de los aCLE en los sueros humanos

normales son: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol.
Estos resultados apoyan la nocién de que los anticuerpos anti-fosfolipidos son una
familia heterogénea de autoanticuerpos que pueden coexistir en un mismo individuo.

11.2 ESTUDIO DEL FENOMENO EN LOS RATONES BALBIC Y NZB.

V.

El tratamiento con calor (66 °C, 30 min) descubrid aCL-lgG en el suero de ratones

normales Balb/c, este mismo tratamiento, descubri¢ aCL-IgG en el suero de ratones
- NZB que se adsorbieron previamente en forma repetida con mCL.

- Los aClL-1gG que se "liberaron” con el tratamiento con calor se inhibieron con mCL.

La adsorcion con proteina A negativizd por completo la actividad aCL potenciada por

el tratamiento con calor de los sueros de ambos grupos estudiados.

En el estudio se encontrd que los ratones NZB tienen 3 veces mas aFTC-IgM no

escondidos que los ratones normales (p<0.001).
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V. Ninguno de los sueros de los ratones estudiados tuvieron aFTC-IgG no esc*;c;hdi ch)5, ':'-. |
sin embargo, el tratamiento con calor "liberd” aFTC-1gG y aCL-IgG en ambos grupos.’ - -l

V. No se detectd aCLE-IgM en el suero de los ratones balb/c. Sin embargo, se pudo™ “¢iih " .
detectar en el suero de los ratones NZB aCL-IgM que no muestran reactividad cruzadsd T

con FTC. Los aFL tanto de isotipo IgG como IgM se inhibieron con micelas de FL. B

ViI. Cuando se estudiaron los aFL tanto no escondidos como escondidos ‘en presencia de .57, .5 1o,
R.GP-l, no se encontro diferencia significativa al compararlos con la deteccién en” "
ausencia del cofactor, N | | BT i

VIll. Los ratones BALB/c y NZB tienen aFL-lgG-R.GP-l-independientes, lo cual comoborata ™% i

| nocién de que los requerimientos de f;GP-l puede ser un marcador in vitro de - %

-

£
ey o 8 o

patoggnicidad de los aFL-IgG. | | RN
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