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RESUMEN

La glucoproteina IIla (integrina ;) es una proteina transmembranal que junto
con la glucoproteina IIb (integrina oun,) constituye el clasico receptor de fibrindgeno, y
junto con la glucoproteina av el receptor de vitronectina. El receptor amPs se expresa
en la membrana de plaquetas, megacariocitos y células endoteliales y el complejo avBs
se expresa en todas las células del mesénquima. Estos receptores forman parte de la
familia de las integrinas cuya funcién es la de comunicar a la célula las sefiales de
activacion del exterior hacia el interior de fas mismas y como resuitado se obtendran
sefiales del interior de las células hacia el exterior. El complejo Ib-1Ta participa de
forma muy importante en la activacion plaquetaria para la formacién del trombo
hemostitico.

La purpura trombocitopénica autoinmune (PTA) es una enfermedad causada por
la destrucciin excesiva de plaquetas al ser recubiertas por autoanticuerpos dirigidos
contra antigenos de la membrana plaquetaria.'La destruccion de las plaquetas se lleva a
cabo por macréfagos del sistema reticulo endotelial. Actualmente no existe un
tratamiento adecuado para los pacientes con trombocitopenia severa y persistente.

El antigeno principal de los anticuerpos en la pilirpura trombocitopénica
autoinmune ¢s la gplila, por tal motivo se seleccioné esta proteina para la prediccion de
los determinantes antigénicos o epitopos que fijan a los autoanticuerpos responsables de
la destruccion plaquetaria. Se quiere saber si estos anticuerpos reconoceran los epitopos
en forma de péptidos sintéticos.

Debido a que actualmente no existe un tratamiento eficaz para los pacientes con
PTA crénica en el presente proyecto se abordé el problema de la identificacion de los
posibles epitopos de la gpIlla responsables de la generacion de autoanticuerpos como
objetivo principal. Se pensd que los epitopos en forma de péptidos sintéticos ademés de
ofrecer facilidades técnicas para e! diagnéstico pueden ser altermativa para el
tratamiento.

La prediccion de los epitopos se realizé usando la secuencia de aminodcidos de
la gpllla con el método de Hopp y Woods. La sintesis de los epitopos seleccionados se
realizé con una técnica manual usando el método en fase solida de Merrifield. Esta
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técnica manual tiene la ventaja sobre los métodos automatizados de monitorear cada
paso de la sintesis.
La denominacion y la secuencia de los péptidos sintetizados es la siguente:
PV-1 (DRKEFAKFEEERARA aa 748-763),
PV-2 (KKFDREPYMTENTC aa 644-657),
PV-3 (GCPQEKEKSFTIKP aa 431-444) y
PV-4 ((;: SDEALPLGSPRCDLK aa 52-67).

Q
$-5

Los anticuerpos anti-péptidos se buscaron tanto en el plasma como en la
membrana de las plaquetas de 30 pacientes con PTA cronica y 99 donadores de sangre
como grupo control mediante ensayos inmunoenzimaticos (ELISA). Se encontrd que en
el plasma de los 30 pacientes estudiados el 3.3% (1/30) tuvieron anticuerpos contra el
péptido PV-1, el 10% (3/30) contra el péptido PV-2 y el 20% (6/30) contra el péptido
PV-3. Ninguno de los 99 plasmas control estudiados reacciond con estos péptidos a
diferencia del péptido PV-4 que reacciond tanto con los plasmas de los pacientes con
PTA como con los plasmas del grupo control, por lo tanto se excluyé a PV-4 como
epitopo importante en la PTA.

Por ofra parte se encontré que el 65% (58/89) de pacientes infectados con el
virus de la inmunodeficiencia tipo 1 (VIH-1) tiene anticuerpos contra el péptido PV-1, y
que tal reactividad es debida a la reaccion cruzada de los anticuerpos anti-gp41 del
virus. Es decir gp 41 del VIH-1 tiene una regién que presenta homologia estructural y
antigénica con el péptido PV-1 de gpllla.



INDICE

INTRODUCCION
Gtlucoproteina IHa (integrina B,)
Parpura trombocitopénica autoinmune
Plaquetas
Aloantigenos plaquetarios
Interacciones antigeno-anticuerpo

JUSTIFICACION DE LA HIPOTESIS
HIPOTESIS
OBJETIVO

MATERIAL Y METODOS
Analisis del perfil antigénico de gplila
Sintesis de los péptidos
Muestras biologicas
Ensayo inmunoenzimatico (técnica de ELISA)
Técnica de ELISA con competencia
Curvas de inhibicion en técnica de ELISA
Preparacion de anticuerpos anti-PV-1 hiperinmunes en
Conejo
Western blot del suero anti-PV-1

RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES

APENDICE L.
Integrinas

APENDICE 1
Glosario de abreviaturas

BIBLIOGRAFIA

PAGINA

O 3 N W e

11
12
13
13
I3
2]
22
23
23

23
23

24

52

53

57

58



INTRODUCCCION

GLUCOPROTEINA IIla ( INTEGRINA B;)

La glucoproteina IMa (integrina Bs) es una proteina transmembranal que junto con la
glucoproteina Ib (integrina am) constituye el clasico receptor de fibrindgeno, ademas de
fibronectina, vitronectina y factor vorr Willebrand. El complejo IIb-Ila es conocido también
con ¢l nombre CD49/CD61. También junto con la glucoproteina ay constituye el clasico
receptor de vitronectina ademis de fibrindgeno fibronectina y factor von Willebrand. El
complejo avP; se conoce también con el nombre CD51/CD61. Estos dos receptores
pertenecen a la familia de las integrinas, siendo el complejo IIb-ITla ¢l primer miembro de
esta familia que se identifico. Las integrinas son la principal familia de receptores de
adhesion de la membrana celular (Albelda S.M. et al,, 1990; Clark E.A. et al., 1995).

La gpllla tiene un peso molecular calculado a partir de su secuencia de aminoacidos
de 84.5 kD, pero el peso molecular real es de 95 kD en condiciones no reductoras y de 110
kD en condiciones reductoras debido a que presenta 6 sitios de N-glicosilacion. Tiene 788
aminoacidos que forman tres dominios: un dominic amino-terminal extracitoplasmatico (aa
1-680) del cual el péptido lider (aa 1-26) se elimina de la proteina madura, un dominio
transmembranal (aa 681-740) y un dominio carboxi-terminal intracitoplasmatico (aa 741-
788). El dominio extracitoplasmatico tiene 4 regiones ricas en cisteinas las cuales forman
numerosos puentes disulfuro. El dominio intracitoplasmatico tiene dos tirosinas que se
fosforilan cuando el receptor une a sus ligandos (Phillips D.R. ef al, 1991; Smyth S.S., et
al., 1993, Sonnenberg A., 1993).

La estructura primaria de la gpllla humana reportada en el banco de secuencias de
proteinas SWISS-PROT es la siguiente: (Fitzgerald L.A. et al.,, 1987; Frachet P., et al,
1990; Zimrin A.B. er al., 1988; Lanza F. et al., 1990; Zimrin A B. et al., 1990; Hiraiwa A. ef
al., 1987, Calvete 1.J. et al,, 1993; Newman P.J. et al., 1989, Wang R. et al., 1992; Kuijpers
RW.AM. ef al, 1993; Wang R. et al., 1993; Loftus J.C. ef al,, 1990; Bajt M.L. et al.,
1992; Lanza F. et al, 1995; Chen Y P. et al., 1992)



MRARPRPRPL WVTVLALGAL  AGVGVGGPNI  CTTRGVSSCQ QCLAVSPMCA
WCSDEALPLG SPRCDLKENL LKDNCAPESI  EFPVSEARVL  EDRPLSDKGS
GDSSQVTQVS  PQRIALRLRP  DDSKNFSIQV ~ RQVEDYPVDI  YYLMDLSYSM
KDDLWSIQNL GTKLATQMRK LTSNLRIGFG AFVDKPVSPY  MYISPPEALE
NPCYDMKTTC LPMFGYKHVL TLTDQVTRFN EEVKKQSVSR NRDAPEGGFD

- AIMQATVCDE KIGWRNDASH LLVFTTDAKT HIALDGRLAG IVQPNDGQCH
VGSDNHYSAS TTMDYPSLGL MTEKLSQKNI  NLIFAVTENV ~ VNLYQNYSEL
IPGTTVGVLS  MDSSNVLQLI VDAYGKIRSK VELEVRDLPE  ELSLSFNATC
LNNEVIPGLK  SCMGLKIGDT  VSFSIEAKVR GCPQEKEKSF  TIKPVGFKDS
LIVQVTFDCD  CACQAQAEPN SHRCNNGNGT FECGVCRCGP GWLGSQCECS
EEDYRPSQQD ECSPREGQPV  CSQRGECLCG QCVCHSSDFG KITGKYCECD
DFSCVRYKGE MCSGHGQCSC GDCLCDSDWT GYYCNCTTRT DTCMSSNGLL
CSGRGKCECG SCVCIQPGSY GDTCEKCPTC PDACTFKKEC VECKKFDREP
YMTENTCNRY CRDEIESVKE  LKDTGKDAVN CTYKNEDDCV  VRFQYYEDSS
GKSILYVVEE PECPKGPDIL VVLLSVMGAI LLIGLAALLI WKLLITIHDR
KEFAKFEEER = ARAKWDTANN PLYKEATSTF  TNITYRGT

Todavia no se conoce la estructura cristalografica de esta proteina pero se ha

propuesto un modelo tridimensional de su estructura a partir de su estructura primaria. A

continuacion se presenta un modelo del receptor 1Ib-ITla (integrina cm-Ps3).

ITb

ca  penr  IlIA

Gpllb-Illa (integrina ap-fy. Se muestra los
sitios que unen Ca"" , el polimorfismo en gpllb, el
sitio de unién con el ligando y el polimorfismo de
gplllia (Newman P.J., 1991).




El gene de gpllla se localiza en el cromosoma 17 g21-q23 y el complejo IIb-I1la esta
expresado en la membrana de las plaquetas, megacariocitos y células endoteliales. Este
complejo esta presente en aproximadamente 40 000 copias en la membrana de las plaquetas
y 40 000 copias mas en los granulos « de las plaquetas en reposo. Cuando se activan las
plaquetas las copias presentes en los granulos a se mueven hacia la membrana. El receptor
aVB3 se expresa en la membrana de plaquetas, células endoteliales osteoclastos y otros
tipos celulares. La densidad de este receptor en las plaquetas es de solo 50 a 100 copias
(Sonnenber A, 1993).

PURPURA TROMBOCITOPENICA AUTOINMUNE

La purpura trombocitopénica autoinmune (PTA) es una enfermedad causada por ia
destruccion excesiva de plaquetas al ser recubiertas por autoanticuerpos dirigidos contra
antigenos de la membrana plaquetaria. La destruccion de plaquetas se lleva a cabo por
macrofagos del sistema reticulo endotelial (Wendell F.R., 1983; McMillan R., 1983; Pizzuto
J. et al.,, 1984; James N.G., 1994; Schwartz R.S,, 1993).

Mediante el empleo de diversas técnicas de laboratorio se ha podido demostrar la
presencia de autoanticuerpb-é en el suero de los pacientes con PTA hasta en el 80% de los
casos. La mayoria de los anticuerpos estan dirigidos contra epitopos de las glucoproteinas
de la membrana plaquetaria, principalmente el complejo GPIIb-IIla; otros anticuerpos actian
sobre epitopos de las glucoproteinas Ib-IX, Ia-Ila, IV y V. En la mayoria de los pacientes se
encuentran mezclas de anticuerpos que reaccionan con mis de una glucoproteina.(van
Leeuven EF. et al, 1982; Beardsley D.S. et al,, 1984; Tsubakio T., et al., 1987; Kekomaki
R. et al,, 1991, Fujisawa K. et al, 1991, Fujisawa K. et al., 1992, Fujisawa K. ef al., 1993;
James N.G. et al., 1994)

La presencia de anticuerpos antiplaqueta fue demostrada por vez primera por
Harrington et al. en el afio de 1951. La clase de inmunogtobulina involucrada es IgG en el
92% de los casos, siendo la subclase IgG1 la mas frecuente (82%). Se ha demostrado la
fijacion de complemento hasta C3b en casos muy raros (Mollison P., 1993; Shulman N.R. et
al., 1987). '
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La importancia de los anticuerpos antiplaqueta en la fisiopatologia de la enfermedad

es controversial; sin embargo, en general se esta de acuerdo en que el titulo de estos

anticuerpos disminuye en pacientes que estan en remision completa y aumentan en periodos
de recurrencia de la enfermedad (Berchtold P. et al., 1993; Fujisawa K. et al,, 1993 ).

La PTA puede ser primaria (idiopatica) y secundaria. La PTA primaria se presenta
como una enfermedad Unica , la secundaria esta relacionada con otras enfermedades como el
lupus eritematoso sistémico (LES), neoplasias, infecciones bacterianas, infecciones virales
como en el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), etc. (Kelton J. et al., 1982,
Karpatkin S. et al., 1985, Waters A H., 1992 Oksenhendler E. er al., 1993; Godeau B. ef
al., 1993) y también al uso de drogas como la quinidina, quinina, heparina, etc. (Aster R H,,
1994).

Entre los adultos la PTA idiopatica afecta principalmente a las mujeres:
aproximadamente el 72% de todos los pacientes son del sexo femenino. En la_mayoria de
estos casos la enfermedad es insidiosa, crénica, recurrente, con episodios de remision. En los
nifios en cambio, generalmente se presenta después de una enfermedad viral y afecta a
ambos sexos por igual, se inicia abruptamente y remite espontaneamente en el 80% de los
casos (James N.G., 1994; Karpatkin S., 1985; Aster R.H., 1994).

El diagnostico de PTA se basa en la historia clinica, el examen fisico, la biometria
hematica y la observacion del extendido de la sangre periférica. El cuadro clinico comiin es
la presencia de sindrome hemorragico. De este sindrome hemorragico ta plrpura, epistaxis y
gingivorragia son las manifestaciones mas comunes, La hematuria, hemorragia de tubo
digestivo o del sistema nervioso central son menos frecuentes, pero cuando ocurren ponen
en peligro la vida de los pacientes (McVerry B.A_, 1985 ). En la biometria hematica el dato
principal es una cuénta baja de plaquetas con el resto de los parametros en cifras normales.
Para muchos investigadores clinicos la observacion del extendido de sangre periférica es
muy importante ya que proporciona informacion sobre el tamaifio y morfologia de plaquetas,
eritrocitos y leucocitos, eliminando de esta manera otras posibles causas de plaquetopenia
(James N.G., et al., 1996).



En general se esta de acuerdo en que el tratamiento de la PTA depende de la cifra de

plaquetas. Se ha observado que cuando los pacientes tienen 50 X 109 plaquetas/L o més y

no presentan complicaciones hemorragicas, no requieren tratamiento especifico. La

prednisona a dosis de 1-2 mg/K de peso es el tratamiento convencional de inicio para
aquellos pacientes que tienen menos de 30 X 109 plaquetas/L. con y sin manifestaciones
hemorragicas. Usando este esquema de tratamiento, aproximadamente dos tercios de los
pacientes incrementan su cuenta de plaquetas por arriba de 50 X 109/L, dentro de la primera
semana de tratamiento, pero la mayoria de los pacientes recaen al reducir la dosis. ( Lichtin
A, 1996; Mc Verry B.A,, 1985; Boumpas D.T. et al.,, 1993) La prednisona es una hormona
pleiotropica (glucocorticoide) que modula la respuesta inmune, interfiriendo las funciones de
los leucocitos, células endoteliales y fibroblastos. Disminuye la produccion y funcién de los
anticuerpos. Pero a grandes dosis tiene efectos colaterales adversos, como hiperglicemia,
hipertension arterial, sindrome de Cushing, osteoporosis, gastritis, etc. (Boumpas D.T. et
al, 1993).

Como la destruccion de las plaquetas se Heva a cabo por los macrofagos del sistema
reticulo endotelial, principalmente en el bazo, la esplenectomia se reserva para aquellos
pacientes que no reaccionaf al tfatamiento con esteroides. Con la esplenectomia se logra
remisién completa en alrededor de dos tercios de los pacientes.

Un importante problema que no se ha podido resolver es el tratamiento de aquellos
pacientes con trombocitopenia severa y persistente a pesar de la prednisona y fa
esplenectomia. Se ha publicado numerosas opciones de tratamiento por diferentes grupos de
investigadores, como son el uso de inmunosupresores (azatioprina), gammaglobulina anti-D
endovenosa a dosis altas, gammaglobulina anti-D a dosis bajas en forma de eritrocitos
opsonizados; todas ellas con éxito relativo. Los resultados de algunos de estos esquemas de
tratamiento no se han logrado reproducir por otros grupos, o bien solo se observa remision
transitoria (Andersen J.C., 1994, Giovanni E. ef al,, 1996; Lichtin A., 1996; Ambriz R. et
al., 1987, Letsky E.A. et al., 1996).



PLAQUETAS

Las plaquetas son producto de la desintegracion del citoplasma de los _
megacariocitos de la médula 6sea. Se les llama también trombocitos, por el papel que tienen
en la formacion del trombo hemostatico. La participacion de la plaqueta en la formacién del
coagulo es muy importante. Mediante sus receptores de membrana (complejos
glucoproteicos GP IIb-Illa y GP Ib-IX) la plaqueta se adhiere a los endotelios daiiados a
través de proteinas plasmaticas como el fibrinégeno, factor Von Willebrand y fibronectina.
Posteriormente y como consecuencia de la activacién de estos receptores, ocurren cambios
bioquimicos en el citoplasma plaquetario como som; la fosforilacion en tirosina de varias
cinasas de tirosina como src , fyn y fak, lo que conduce a la activacion de fosfolipasa C,
formacion de trifosfato de inositol, diacilglicerol, flujo de Ca™ y fosforilacion de proteinas
contractiles dependientes de ATP. Todos estos eventos se expresan en un cambio en la
forma y estructura de las plaquetas dando lugar a la formacién de grandes agregados
plaquetarios. Se secretan sustancias vasoactivas (serotonina) y agregantes (TXA2, ADP),
entre otras, lo que finalmente permite el reclutamiento y activacién de mayor mimero de
plaquetas (Kroll M.H. et al., 1989, Ferrell J.E. et al., 1989, Golden A. et al., 1990; Kouns
W.C. et al., 1991; Hynes RO, 1991; Sultan C. e al,, 1991; Clark E. A, ef al., 1994;
Calvete J.J., 1994; Shattil S.J., et al., 1994, Rittenhouse S.E., 1996; Shattil S.J. et al., 1997;
Levy-Toledano S. et al., 1997).

Ademés de los cambios de forma en la plaqueta, durante la formacién del trombo
ocurre la exposicion de fosfolipidos de la membrana que actuan como parte de los complejos
enzimaticos de la coagulacion, como son los complejos diezasa (factor IX-Ca"™-fosfolipidos
plaquetarios y factor VII-Ca"-fosfolipidos plaquetarios) y protrombinasa (factor X-Ca'-
fosfolipidos plaquetarios). El complejo- protrombinasa convierte a la protrombina en
trombina, 1a cual actia sobre el fibrindgeno, liberando un péptido de cada una de las dos
cadenas a y un péptido de cada una de las dos cadenas P del mismo, dejando una molécula
de fibrindgeno con diferente polaridad. Varias moléculas de fibrindgeno ahora llamadas
monomeros de fibrina se polimerizan para formar la malla de fibrina. De esta forma la fibrina
se deposita sobre estos agregados plaquetarios. Posteriormente las mismas plaquetas
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enzimaticos de la coagulacion, como son los complejos diezasa (factor IX-Ca™ -fosfolipidos
plaquetarios y factor VII-Ca"-fosfolipidos plaquetarios) y protrombinasa (factor X-Ca™-
fosfolipidos plaquetarios). El complejo- protrombinasa convierte a la protrombina en
trombina, la cual actiia sobre el fibrindgeno, liberando un péptido de cada una de las dos
cadenas o y un péptido de cada una de las dos cadenas B del mismo, dejando una molécula
de fibrindgeno con diferente polaridad. Varias moléculas de fibrindgeno ahora llamadas
monomeros de fibrina se polimerizan para formar la malla de fibrina. De esta forma la fibrina
se deposita sobre estos agregados plaquetarios. Posteriormente las mismas plaquetas

6



realizan la retraccion del coagulo para darle mayor firmeza (Martinez M.C. et al., 1996;
Williams R. ez al., 1994). Si por alguna razén disminuye la cantidad de plaquetas o se inhibe .
la funcién de las glucoproteinas de adhesion ( en este caso por autoanticuerpos) a tal grado
de no participar en el proceso hemostatico normal, ta consecuencia sera la manifestacién

clinica de sangrado.

ALOANTIGENOS PLAQUETARIOS

Las plaquetas poseen antigenos comunes a otras células, como son los antigenos
proteicos del sistema HLA ("human leukocyte antigens”) que comparten con los leucocitos,
y los antigenos polisacaridos de los sistemas sanguineos ABOQ, Lewis, Ii y P que comparten
con los eritrocitos. Los aloantigenos propios de las plaquetas estin agrupados en sistemas.
Los principales sistemas son los HPA ("human platelet antigens") y retnen a una serie de
antigenos que anteriormente eran nombrados de forma arbitraria. Como ya se menciono
previamente los aloanticuerpos contra estos antigenos estan involucrados en plrpura post-
transfusional y trombocitopenia neonatal aloinmune (Mollison P.L. 1993; Newman P.J,
1991; Honda S. et al., 1995; Maslanka K. et al., 1996; Skogen B. et al., 1996)

I) Sistema HPA-1 '

Este sistema tiene dos antigenos: 1) el HPA-1a, llamado Zw?2 por van Loghem, su
descubridor, en el afio de 1959. Este antigeno también fue descrito por Shulman en 1961,
pero lo denominé PLAL, 2) el otro antigeno es el HPA-1b, llamado ZwP por van der Weerdt
y PLAZ por Shulman. HPA-1a (leuss) y HPA-1b (proy) son alelos y se localizan en la
glucoproteina IHa.

IT) Sistema HPA-2

Este sistema tiene dos antigenos el HPA-2a, llamado Ko por van der Weerdt en 1962
y Sib? por Saji en 1989. HPA-2a (treiss) y HPA-2b (mety,s) son alelos y se localizan en la

glucoproteina Ib.



I1I) Sistema HPA-3

A este sistema se le habian dado los nombres Bak y Lek (von der Borne en 1980 y .
Boizard y Wautier en 1984, respectivamente). HPA-3a (ileugss) y HPA-3b (sergs;) son alelos
y se localizan en la glucoproteina ITb

1V) Sistema HPA-4

Este sistema se conocia con los nombres Pen y Yuk (Friedman y Aster en 1985 y
Shibata en 1986, respectivamente). HPA-4a (argsx) y HPA-4b (glusz) son alelos y se
localizan en la glucoproteina Illa

V) Sistema HPA-5

Este sistema lo describié por primera vez Kiefel en 1988, llamandolo Br, Smith en
1989 lo llam6 Zav y Woods en 1989 lo ilamd He. Se localiza en la glucoproteina Ia-Ila
(VLA-2) (ou-B2).

Principales sistemas antigénicos plaguetarios

Sistema Antigenos Nombres Polimorfismo Localizacién
Arbitrarios )
HPA-] HPA-T° PLY leu33 gplla
i
HPA-1b PLM pro33
Zwh
HPA-2 HPA-2* Ko* trel45 gplb
' Sib*
HPA-2b Ko® metl45
Sib?
HPA-3 HPA-3* Bak* ileusd3 gplb
Lek"
HPA-3b Bak® serg43
Lek?
HPA-4 HPA-4* Pen® args526 gpllia
Yuk'
HPA-4b Pen® glus26
Yuk® '
HPA-5 HPA-5* Br* gpla-Tib
Zav*
Hc¢*
HPA-5b B
Zav®
I_ch
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INTERACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO

Independientemente que la PTA sea primaria o secundaria, los anticuerpos

reaccionan con los antigenos para formar los complejos Ag-Ac, como se representa en la

siguiente ecuacion:

kd

Plaqueta-Ag + Ac Plaqueta-Ag-Ac

ki
A esta ecuacion se le aplica la ley de accion de masas para obtener:
kd [Plagueta-Ag-Ac]

K=—=
ki [Plaqueta-Ag] [Ac]

donde K es la constante en el equilibrio (o constante de afinidad)
kd es la constante de formacién del complejo
ki es [a constante de disociacion det complejo
[Plaqueta-Ag-Ac] es la concentracion en el equilibrio del complejo Plaqueta-Ag-Ac
[Plaqueta-Ag] es la concentracién en el equilibrio de los antigenos de las plaquetas
[Ac] es la concentracion en el equilibrio de los anticuerpos libres
Con la ecuacion anterior seria muy dificil poder calcular la constante K, ya que en el
complejo Plaqueta-Ag-Ac hay muchas variables que no se pueden controlar, como son el
nimero de antigenos presentes en la plaqueta, el nimero de méleculas de anticuerpo que se
unen a estos antigenos, y si una molécula de anticuerpo puede unirse a un antigeno en una
plaqueta por una region Fab y con la otra region Fab a otra plaqueta, lo que daria lugar a la
formacion de agregados plaquetarios con diferentes tamafios.
En cambio si se cuenta con el antigeno en forma monovalente, un epitopo, la ecuacion se

virelve més sencilla:



kd
Ag + Ac Ag-Ac
ki
[Ag-Ac]
K=
[Ag] [Ac]

Las concentraciones del complejo [Ag-Ac], del antigeno libre [Ag)] y del anticuerpo libre
[Ac] se pueden medir, y por lo tanto K se puede calcular.

El principal problema radica en conocer cuales son los epitopos plaquetarios contra los que
existen anticuerpos en los pacientes con PTA, una vez identificados los epitopos podrian ser
producidos en forma sintética y entonces se mediria facilmente la constante de afinidad de

los anticuerpos antiplagueta.
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JUSTIFICACION DE LA HIPOTESIS

Como se ha mencionado, la glucoproteina IMa (integrina B;) es una proteina
fundamental, ya que junto con la cadena allb constituyen el receptor de proteinas
plasmaticas de adhesion (fibrindgeno, fibronectina, vitronectina y factor von Willebrand).
Este receptor participa en forma muy importante en la activacién plaquetaria del proceso
hemostatico de la sangre. Y como ademas es el blanco principal de los autoanticuerpos en la
pirpura trombocitopénica autoinmune se selecciond para la prediccion de los determinantes
antigénicos involucrados en la produccién de autoanticuerpos responsables de la destruccion

plaquetania en la purpura trombocitopénica autoinmune.

HIPOTESIS

Se sabe que los pacientes con purpura trombocitopénica autoinmune tienen
anticuerpos dirigidos contra la glucoproteina Illa (integrina B3), se quiere saber si estos

anticuerpos reconoceran antigenos de la proteina en forma de péptidos sintéticos.
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JUSTIFICACION DE LA HIPOTESIS

Como se ha mencionado, la glucoproteina IMa (integrina Bs) es una proteina
fundamental, ya que junto con la cadena allb constituyen el receptor de proteinas
plasmaticas de adhesion (fibrindgeno, fibronectina, vitronectina y factor von Willebrand).
Este receptor participa en forma muy importante en la activacién plaquetaria del proceso
hemostatico de la sangre. Y como ademas es el blanco principal de los autoanticuerpos en la
purpura trombocitopénica autoinmune se seleccioné para la prediccion de los determinantes
antigénicos involucrados en la produccion de autoanticuerpos responsables de la destruccién

plaquetaria en la pirpura trombocitopénica autoinmune.

HIPOTESIS

Se sabe que los pacientes con parpura trombocitopénica autoinmune tienen
anticuerpos dirigidos contra la glucoproteina Illa (integrina B3), se quiere saber si estos

anticuerpos reconoceran antigenos de la proteina en forma de péptidos sintéticos.
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OBJETIVO

Encontrar el epitopo 0 epitopos de la gpllla involucrados en la produccion de

autoanticuerpos en los pacientes con PTA.

Para lograr este objetivo se realizaron las siguientes acciones:
1) Prediccion de epitopos a partir de la estructura primaria de gplila.
2) Preparacion de los epitopos en forma de péptidos sintéticos.
3) Investigacion de la reactividad de los anticuerpos presentes en el plasma de los pacientes
con PTA con los péptidos sintéticos.
4) Investigacion de la reactividad de los anticuerpos presentes en las membranas de las
plaquetas de los pacientes con PTA con los péptidos sintéticos.
5) Correlacion de la presencia de anticuerpos reactivos con los péptidos sintéticos y los

datos clinicos de los pacientes con PTA.

Si la hipdtesis es verdadera, es decir, si los pacientes con PTA tienen anticuerpos
dirigidos contra péptidos smtetlcos de la gpllla, el uso de péptidos sintéticos podria ser una
herramienta util para:

1) Apoyar el diagnostico de la enfermedad, ya que actualmente no hay técnicas de
laboratorio que certifiquen el diagnéstico.

2) Explorar el rango y variables que afectan la constante de afinidad de estos anticuerpos en
el transcurso de la enfermedad. _

3) Evaluar si la concentracidn o el cambio en la constante de afinidad de los anticuerpos
puede ser usado como valor prondstico de la enfermedad.

4) Evaluar como posibilidad terapéutica el uso de los péptidos sintéticos para interferir la

union de los anticuerpos y plaquetas.
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MATERIAL Y METODOS

ANALISIS DEL PERFIL ANTIGENICO DE gpllla (INTEGRINA B;)

Se busco la secuencia de aminoacidos de la gpITla en el banco de secuencias de
proteinas SWISS-PROT (Fitzgerald L.A. ef al., 1987; Frachet P. et al., 1990; Zimrin A B.
etal, 1988; Lanza F. et al, 1990; Zimrin A B. et al., 1990, Hiraiwa A. ef al., 1987; Calvete
JJ et al, 1991, Newman P.J. et al., 1989, Wang R. et al., 1992; Kuijpers RW.AM. et al,,
1993; Wang R. et al., 1993; Loftus J.C. e al,, 1990; Bajt M.L. et al., 1992; Lanza F. et al.,
1995; Chen Y.P. et al., 1992).

Analizando la secuencia de la gpIlla con el programa ANTIGEN del PC/GENE
(Intelligenetics, Inc/GENOFIT SA), se hizo la prediccion de los determinantes antigénicos
(epitopos). Este programa emplea ¢l método de Hopp y Woods (Hoop T.P. ef al,, 1981;
Hopp T.P., 1993). Este programa recomienda que la prediccion se realice con una ventana
de 6 aminoacidos. Dicha recomendacion se observd sistematicamente, péptidos de esta
longitud tienen que acoplarse a alguna proteina para realizar los ensayos inmunologicos, por
tal motivo se prolongé la longitud de los péptidos hasta 14 ¢ 15 amino4cidos, incluyendo
secuencias hacia los extremos amino y carboxi terminal. Por experiencia previa del
laboratorio (Gevorkian G. ef al., 1996) los péptidos de estas longitudes no necesitan ser
acoplados a ninguna proteina.

Se seleccionaron los tres epitopos que el programa marc6 como mas hidrofilicos y se
decidi¢ incluir otro epitopo mas, este epitopo es la secuencia que incluye al antigeno PL*
(HPA-1a). Anticuerpos anti-PL*' son responsables de parpura aloinmune. Como ya se
menciond en la introduccién, el antigeno PLA-1 pertenece al principal sistema de

aloantigenos plaquetarios: el sistema HPA-1 (Newman P.J., 1991).

SINTESIS DE LOS PEPTIDOS

Los péptidos se sintetizaron con el método de Merrifield en fase solida (Merrifield
R.B., 1963) con estrategia Boc. En esta estrategia todos los aminoicidos, incluso el
acoplado a la resina estan protegidos en el grupo amino del carbono alfa con el grupo Boc
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(t-Butoxicarbonil). En forma general el método para la sintesis peptidica se realiza de
acuerdo al siguiente esquema:

Se selecciona una resina que ya tenga acoplado el aminoacido carboxi-terminal y a -
partir de aqui se van acoplando cada uno de los aminoicidos hasta terminar con el
aminoacido amino-terminal. Primero se realiza la remocion del grupo Boc para dejar libre el
grupo amino. El grupo Boc se remueve con acido trifluoracético (TFA)/ diclorometano
(DCM) al 50% (V/V) primero durante 2 min a temperatura ambiente, se desecha el TFA y
después se agrega mas TFA. Se deja 30 minutos mas. Se lava cinco veces la resina con
DCM, y se neutraliza con diisopropil-etil-amina (DIEA) /DCM al 10% (V/V) durante un
minuto y una segunda vez durante dos minutos. Se vuelve a lavar cinco veces mas con
DCM. El acoplamiento (ver reaccion) se realiz de la siguiente manera: se disuelven el
aminoacido, la diciclohexilcarbodiimida (DCC) en DCM vy el hidroxibenzotriazol (HOBT)
(éstos dos son activadores del grupo carbonilo que se va a unir al grupo amino libre) con
DMEF. Se agregan todos estos reactivos al vaso de reaccion y se deja que se realice el
acoplamiento a temperatura ambiente y con agitacion suave, durante 60 minutos. Se lava
cinco veces con DCM, tres veces con isopropanol (Este lavado con isopropanol es muy
importante pues la diciclohexilurea formada durante el acoplamiento es soluble en
isopropanol, y es la Gnica forma de eliminarla) y finalmente cinco veces mas con DCM. Cada
aminoacido se acopla de dos a tres veces, de acuerdo con el resultado de la prueba de

ninhidrina (Zlatkis A, et al., 1978).

HO

HO o HO HO o]
BOC-HH\(L“ . + B“'NHV\)\B s aa—— BOC-NHYH(NH\)\/“\E
At O R . R* o R

:-n-:;O

i

o

oL

Reaccidn de acoplamiento del segundo aminodcido. El primer aminodcido estd ya unido a la resina.
Cada uno de los siguientes aminodcidos se acopla siguiendo la misma reaccion
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I Resina + 1er Aa I

Remocion del grupo t8BOC

ctivacion del Aa

TFA.DCM a acoplar
....... 1:1 Aa: DCC: HOBT
30 min Temp.Amb. -

Lavado A —
1¢ Acoplamiento Activacion mismo
60 min, Temp.Amb. Aa (mismas
Agitacion

condiciones)

(en DCM/DMFA)

l.avado B —

2° Acoplamiento
60 min, Temp.Amb.
Agitacion
(en DCM/DMFA)

; tLavado B
desproteccion Prueba
ultimo Aa bommees Ninhidrina

Lavado

LAVADO A
DCM 2 VECES
DIEA 2 VECES
DCM 5VECES

I Secar al vacio

Ciclizar cuando se requiera
lodo:Acetico
2hr a Temp. Amb.
Lavado B

Lavado B DCM 2 veces

Secar al Vacio 1-ProOH 3 veceqy
DMF 2 veces
DCM 4 veces
Separar e
peptido de la resina

Esquema general de la sintesis de péptidos por el método de Merrifield en fase solida
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Prueba de la ninhidrina (Kaiser et al 1970)

La prueba de ninhidrina se realizé antes y después de cada proceso de acoplamiento.
Es una reaccion cualitativa que indica claramente la presencia de grupos amino libres. Se
toma un poco de la resina y se coloca en un vial de vidrio, se agrega una gota de fenol, una
gota de pinidina y una gota de ninhidrina, se calienta un minuto y se observa la reaccion. Los
grupos amino libres forman un compuesto de color azul con la ninhidrina de acuerdo con la

siguiente reaccion ( Zlatkis A. er al., 1978):

Q= @c}f

Minkddring

Un color azul oscuro indica una reaccion positiva para aminas primarias; por el
contrario un color amarillo indica una reaccion negativa. Un color azul claro o azul verde
indica una reaccion de acoplamiento incompleta. Es importante mencionar que la prolina que
no tiene el grupo amino libre, da un color rojo con la ninhidrina, pero también otros
aminoécidos como asp, asn, glu, gln, his y cys pueden algunas veces dar color rojo o café, y
en estos casos no se pueden hacer conclusiones correctas acerca de como ocurrio el

acoplamiento (Pennington M.W. et al., 1994).
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Se repite el mismo procedimiento para cada uno de los aminoacidos. A partir del
acoplamiento del quinto aminoécido la DMF se sustituye por NaClO, 0.4M en DCM/DMF
V/V, y antes de agregar el aminoacido se lava una vez con esta solucion de perclorato de
sodio (éste ayuda a evitar que se formen agregados de los aminoacidos dentro y entre las
cadenas polipéptidicas). Cuando se ha acoplado el ultimo aminoacido, se remueve el grupo
Boc y se procede a separar el péptido de la resina. Dependiendo de la composicion en
aminoacidos y de los grupos protectores de las cadenas laterales se definira en cada péptido

las condiciones optimas.

Péptido PV-1

La secuencia de este péptido es: DRKEFAKFEEERARA (aa 749-763) y se
localiza en la region intracitoplasmatica de la GPIMla. Se empezé con 500 mg de la resina:
Nt Boc L-Alanina, que tiene 0.44 mmol/g de Nt Boc-alanina. Se emplearon 0.44 mmol de
cada aminoécido. Los aminoacidos empleados son los siguientes:
Nt Boc-Nw-tosil L-arginina
Nt Boc L-alanina
Nt Boc L-acido glutamico y-bencil ester
Nt Boc L-fenilalanina
Nt Boc -Ne-(-z-cloro-CBZ) L-lisina
Nt Boc L-acido aspartico B-bencil ester
Para activar el grupo carbonil se us6 0.44 mmol de DCC y 0.44 mmol de HOBT

Para separar el péptido de la resina se us6 la técnica de Tam J.P. ef al., 1986.
Debido a que el péptido tiene arginina protegida con tosil se necesitd hacer la desproteccién
en condiciones “fuertes” de acidez, para lo cual se puso la resina en un vaso de reaccion
previamente colocado en un bafio de hielo con sal, para evitar que la temperatura se eleve.
Se agregé 1 ml de m-cresol, 8 ml de TFA conc. y 1 ml de TFMSA, se dej6 en agitacion
durante 3.5 horas en el bafio de hielo y después 30 minutos mas a temperatura ambiente. Se
filtr6 y se lavé la resina con TFA concentrado para recuperar la mayor cantidad de péptido.

El filtrado (que tiene el péptido) se recolectd en un matraz sumergido en un bafio de
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acetona-hielo seco. Se agregd 200 ml de éter anhidro previamente enfriado para precipitar el

peptido, agregando 0.5 ml de piridina para favorecer la precipitacion, después se dejé en el

refrigerador hasta el dia siguiente, para precipitar la mayor cantidad de péptido. Se filtré,

lavando el precipitado con éter frio y se secé al vacio. Para eliminar las sales formadas en la
reaccion de separacion del péptido de la resina el precipitado se disolvié en acido acético
0.1IMy se p;':lsé por una columna de Sephadex G-25 (2.5 x 16 cm) eluyendo el péptido con
acido acético 0.1 M. Después de la elusion, el péptido se liofilizé durante 24 horas.

Péptido PV-2
La secuencia de este péptido ess KKFDREPYMTENTC (aa 644-657) 7y se
localiza en la region extracitoplasmatica, después de la region rica en cisteinas. Se empezo
con 500 mg de la resina : Nt Boc-S- (p-metoxibencil)-L-cisteina, que tiene 0.36 mmol/g de
Nt Boc-cisteina. Se emplearon 0.36 mmol de cada aminoacido. Los aminoacidos empleados
son los siguientes:
Nt Boc -o-bencil L-treonina
Nt Boc -p-nitrofenil ester L-asparagina
Nt Boc L-acido glutamico y-bencil ester
Nt Boc L -metionina (o)
Nt Boc (-0- 2,6 diclorobencil) L-tirosina
Nt Boc L-prolina
Nt Boc Nw-tosil L-arginina
Nt Boc L-acido aspartico B-bencil ester
Nt Boc L-fenilalanina
Nt Boc -Ne-(z-cloro-CBZ) L-lisina _
Para activar el grupo carbonil se us6 0.36 mmot de DCC y 0.36 mmol de HOBT
Debido a que también hay en este péptido arginina protegida con el grupo tosil, para

separarlo de la resina, se sigui6 la técnica descrita anteriormente.
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Péptide PV-3

La secuencia de este péptido es: GCPQEKEKSFTIKP (aa 431-444) y se localiza
en la regidn extracitoplasmatica, antes de la region rica en cisteinas. Se empezd con 500 mg .
de la resina: Nt Boc L-prolina , que tiene 0.54 mmol/g de Nt Boc-prolina. Se emplearon
0.54 mmol de cada aminoécido. Los aminoacidos empleados son los siguientes.
Nt Boc -Ne-(z-cloro-CBZ) L-lisina
Nt Boc L-isoleucina
Nt Boc -o-bencil-treonina
Nt Boc L-fenilalanina
Nt Boc -o-bencil L-serina
Nt Boc L-acido glutamico y-bencil ester
Nt Boc-p-nitrofenit ester L-glutamina
Nt Boc L-prolina
Nt Boc-s-acetamidometil L-cisteina
Nt Boc L-glicina
Para activar el grupo carbonil se uso 0.54 mmol de DCC y 0.54 mmol de HOBT

Para separar el péptido de la resina se uso la técnica con condiciones “suaves” de
acidez, para lo cual se usaron 5ml de TFA concentrado en lugar de los 8 ml que se usaron en
las condiciones “fuertes” de acidez, siguiendo la técnica ya descrita. Con las condiciones de
desproteccion no se elimind el grupo acetamidometil de la cisteina. Para eliminar este grupo
se uso la mitad del péptido obtenido. Se disolvieron 365 mg del péptido en solucion de
metanol:agua (1:6), en un matraz Erlenmeyer de 500 m! se puso en el agitador magnético y
se agreg0d gota a gota una solucion de yodo (10 mg de yodo sublimado en 40 ml de
metanol), se dejo en agitacion durante 2 horas, después se neutralizo con 5 gotas de una
solucion de bisulfito de sodio (NapS>03.5H0 al 25% en agua). Se evapor6 el metanol en
el rotovapor a 40°C y despusés se pasd por la columna de Sephadex G-25 (2.5 x 16 cm) para
eliminar las sales y enseguida se liofilizd el péptido.
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Péptido PV-4
La secuencia de este péptido es: CSDEALPLGSPRCDLK (aa 52-67) y se localiza

en la regioén amino terminal. Se empezd con 1 g de la resina: Nt Boc-Nge-(2 Cloro-CBZ)-L- -

lisina PAM, que tiene 0.28 mmol/g de lisina. Se emplearon 0.56 mmol de cada aminoacido
Los aminoacidos empleados son los siguientes:
Nt Boc L-leucina
Nt Boc L-acido aspartico -bencil ester
Nt Boc-s-acetamidometil L-cisteina
Nt Boc Nw-mesitilen sulfoni L-arginina
Nt Boc L-prolina
Nt Boc (o-bencil) L-serina
Nt Boc L-glicina
Nt Boc L-alanina
Nt Boc L-acido glutamico y-bencil ester
Para activar el grupo carbonil se us6 0.56 mmol de DCC y 0.56 mmol de HOBT

Antes de separar el péptido de la resina se formé un enlace disulfuro entre los grupos
-SH de las dos cisteinas, lo que se logra al mismo tiempo que se desprotege el grupo
acetamidometil. Esta reaccion se llevd a cabo con yodo. Se agregoé a la resina 500 mg de
yodo en 20 ml de acido acético (1:5 en agua) dejando en agitacion durante 2 horas, después
se lavé 5 veces con DCM, isopropanol, DCM, etanol absoluto, y DCM. Después se seco al
vacio y enseguida se separo el péptido de la resina. En este péptido se uso arginina protegida
con el grupo mesitilen y solo se necesitd de condiciones “suaves”de acidez para separarlo

siguiendo los mismos pasos que para el péptido PV-3.
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MUESTRAS BIOLOGICAS

Se estudiaron 30 pacientes con el diagnostico de plrpura trombocitopénica
autoinmune crénica de la consulta de la Clinica de Parpuras, y 99 donadores de sangre
seleccionados al azar como controles negativos del Banco Central de Sangre del Centro
Médico Nacional S-XXI, IMSS.

El criterio de inclusién fue que los pacientes deberian tener el diagnéstico de PTA
cronica, es decir con mas de 6 meses de evolucion, no importando el sexo ni la edad. De esta
forma se estudiaron 23 mujeres de las cuales 4 eran nifias y 19 adultas y 7 hombres de los
cuales 2 eran nifios y 5 adultos.

En los pacientes con PTA cronica y en el grupo control negativo se tomé una
muestra de sangre venosa de 10 m! que se colecto en un tubo con 4 gotas de acido etilen-
diamino-tetra-acético (EDTA ) al 10% como anticoagulante. Se centrifugé a 1000 rpm
durante 10 minutos para obtener plasma rico en plaquetas y después se centrifugd a 3500
rpm durante 10 minutos para obtener piasma pobre en plaquetas (este plasma se guardd en
alicuotas a —20°C) y el boton de plaquetas se lavé por 3 veces con un amortiguador de PBS-
EDTA-Alb pH=7. Después a este boton plaquetario se le agregé una mezcla de
tricloroetileno/cloroformo 1:1 ( V:V), incubando 10 minutos a 37°C para disolver la
membrana plaquetaria. De-s;pués se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante se guardo en 2 alicuotas a —20 °C. La mezcla del tricloroetileno/cloroformo
disuelve los lipidos de la membrana plaquetaria dejando en el sobrenadante proteinas
plaquetarias y anticuerpos unidos a la membrana de las plaquetas. A este sobrenadante se le
llama eluido.

También se obtuvieron sueros de personas infectadas con el virus de la
inmunodeficiencia humana en diferentes estadios clinicos del Instituto Nacional de
Referencia Epidemiolégica y Diagnostico (INDRE), Consejo Nacional de Prevencién y
Control del SIDA (CONASIDA) y el Hospital de Infectologia, Centro Médico Nacional La
Raza. IMSS. El CONASIDA y el Hospital de Infectologia, ademas de los sueros

proporcionaron informacién clinica de los pacientes, como el estadio de la enfermedad,
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tratamiento recibido, forma de contagio y parametros de laboratorio (niveles en sangre de

plaquetas y linfocitos T CD4)

ENSAYO INMUNOENZIMATICO (TECNICA DE ELISA)

Debido a que no se conoce el comportamiento quimico de los péptidos sintetizados y
con el objetivo de estandarizar la técnica de ELISA se probaron diferentes concentraciones
de los péptidos (5, 10, 20 y 40 pg/100 ul), diferentes temperaturas para la sensibilizacion de
las placas con el antigeno (4, 22 y 37 °C), diferentes tiempos de sensibilizacion (1 hora, 12
horas), diferentes marca de placas (Costar y Nunc), diferentes diluciones del plasma (1:50 y
1:100), diferentes diluciones del eluido (sin diluir, 1:10 y 1:25), diferentes diluciones del
segundo anticuerpo (1:1000 y 1:2000). Finalmente se seleccionaron las condiciones
siguientes:

a) sensibilizacion
Cada pozo de la placa (Nunc, Roskilde, Denmark) se sensibiliz6 con 100 pl de una
concentracion de los péptidos de 50 pug/ml en buffer de carbonatos pH= 9.8 a 37°C durante
60 minutos.

b) primer anticuerpa
En cada pozo se colocod 100 pl de plasma diluido 1:100 6 100 pl del eluido, diluido 1:25 en
amortiguador PBS-tween 20 (0.3%)-Alb(1%) pH= 7.4 a 37°C durante 60 minutos.

¢) segundo anticuerpo
En cada pozo se colocaron 100 pl de globulina anti IgG humana conjugada con fosfatasa
alcalina diluida 1:2000 en amortiguador PBS-tween (0.3%)-Alb{1%) a 37 °C durante 60
minutos.

d) sustrato
En cada pozo se colocaron 100 ul de p-nitrofenilfosfato (2 tabletas en 10 ml de
amortiguador de dietanolamina pH= 9.8 a 37 °C durante 30 minutos.

La reaccion se detuvo con 50 pl por pozo de NaOH 2N.
Se realizo la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 405 am
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TECNICA DE ELISA CON COMPETENCIA
Para el ensayo de competencia se utilizo la técnica descrita anteriormente, pero los

sueros se incubaron previamente (a 37°C durante 30 minutos) con el péptido en soluciéon .

(10° M).

CURVAS DE INHIBICION EN TECNICA DE ELISA

Con et objetivo de conocer la concentracion en la cual un péptido es capaz de inhibir
la reaccion del péptido unido a la placa se realizo un estudio a través de curvas de inhibicion
utilizando la técnica de ELISA con competencia, pero se trabajé con un rango mas amplio

de concentraciones del péptido.

PREPARACION DE ANTICUERPOS ANTI-PV-1 HIPERINMUNES EN CONEJO
Se inmunizaron dos conejas (Nueva Zelanda) de alrededor de 2.5 K de peso.

El esquema de inmunizacion fue con 1 mg de péptido disuelto en 1 ml de amortiguador de

fosfatos (PBS) pH=7.4, emulsionado con 1 ml de adyuvante completo de Freund para la

primera inmunizacién y 1 ml de adyuvante incompleto para las siguientes. Se distribuy6 la

dosis en 3 inyecciones subcutineas, en el dorso de las conejas. Las inmunizaciones se

realizaron cada 2 semanas,vobteniéndose una muestra de sangre venosa antes de cada

inmunizacion.

WESTERN BLOT DEL SUERO ANTI-PV-1

Con el objetivo de ver si los anticuerpos hiperinmunes anti-PV-1 de conejo,
son capaces de reconocer un epitopo en las proteinas det virus de la inmudeficciencia
humana tipo 1 (VIH-1) se realiz6 la técnica de “western blot”. Las tiras de nitrocelulosa
contienen proteinas del virus.que se hicieron reaccionar con los sueros preinmune e
hiperinmune anti-PV-1 de conejo, siguiendo las instrucciones del fabricante (Organon
Teknika). Como segundo anticuerpo se empled una globulina anti-IgG de conejo
conjugada con fosfatasa alcalina.
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RESULTADOS -

Como el objetivo de esta tesis era encontrar los epitopos de gp IIla involucrados en
la purpura trombocitopénica autoinmune lo primero que se hizo fue predecir los
determinantes antigénicos con el método de Hopp y Woods que toma en cuenta el perfil de
hidrofilicidad de la secuencia de aminoécidos de la proteina, tomando una ventana de 6
aminodcidos (Hopp T.P. ef al 1981; Hopp T.P. 1993).

La figura 1 muestra el perfil de hidrofilicidad de gp IIla. Se observa que los picos
mas altos de la grafica corresponden a los puntos de mayor hidrofilicidad de la molécula

(determinantes antigénicos o epitopos).
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Figura 1. Grdfica del perfil hidrofflico de gpIlla usando una ventana de 6 aminodcidos.
En el eje de las abscisas se grafica el nimero de aminodcido de la secuencia y en el eje de las ordenadas
se grafica el promedio de hidrofilicidad asignado a cada aminodcido (unidades arbitrarias)
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De acuerdo al perfil hidrofilico (Ph), los puntos de mayor hidrofilicidad, se predicen

como los sitios mas antigénicos (tabla I).

Ph=2.42 Del aminoacido 757 al 762: EEERAR
Ph=2.08 Del aminoacido 434 al 439: QEKEKS
Ph= 2.08 Del aminoécido 644 al 649: KKFDRE

Tabla I. Prediccidn de determinantes antigénicos de la gpilla calculado con el método de Hopp y Woods.
Ph es el promedio de hidrofilicidad del grupo de aminodcidos y estos son los tres puntos con mayor Ph.

La region mas hidrofilica (Ph = 2.42) corresponde a los aminoacidos 757-762
(EEERAR) del dominio intracitoplasmatico. Se incluyeron otros aminoacidos de la regién
amino y carboxilo terminal para tener el péptido PV-1 (DRKEFAKFEEERARA 748-763).
La segunda y tercera regiones tienen la misma hidrofilicidad (Ph = 2.08) y corresponden a
los aminoacidos 644-649 (KKFDRE) y 434-439 (QEKEKS). El péptido PV-2 esta formado
por los aminoicidos KKFDRE mas otros de la region carboxilo terminal para dar la
secuencia KKFDREPYMTENTC (644-657). El péptido PV-3 esta formado con los
aminoacidos QEKEKS mas otros de los extremos amino y carboxilo terminal, para dar la
secuencia GCPQEKEKSFTIKP (431-444). Finalmente, como ya se menciond en la seccion
de material y métodos, se incluy un péptido que contiene el antigeno HPA-1. Siguiendo la
nomenclatura propuesta para los otros péptidos se le llamé PV-4 y tiene la secuencia

CSDEALPLGSPRCDLK (52-67).
| o5 ]

Se decidié que los péptidos deberian tener un tamaito de entre 14 y 15 aminoécidos
porque los péptidos de este peso molecular se adhieren bien a las placas de poliestireno para
el ensayo de ELISA, sin tener que acoplarlas a alguna proteina acarreadora (Gevorkian G. et
al., 1996). Una vez sintetizados los péptidos se confirmé la secuencia con un secuenciador

de proteinas (Applied Biosystems, Foster City, Ca.).
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Mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA) se buscaron en ¢l plasma de los
pacientes con diagnostico de purpura trombocitopénica autoinmune anticuerpos contra _
estos péptidos. En la figura 2 se muestra los resultados de 67 plasmas (de 30 pacientes)
probados contra los 4 péptidos. El umbral o valor de corte del ensayo se calculé sumando el
valor medio de la absorbancia (405 nm) de los plasmas control més tres desviaciones
estandar (X + 3S). Ademas de estos controles negativos se incluyé 99 plasmas de donadores
de sangre seleccionados al azar.

Accidentalmente se incluy6 un plasma de una persona VIH positiva. Este plasma dio
un resultado fuertemente positivo con el péptido PV-1 y negativo para los otros 3 péptidos.
Por tal motivo se probaron 18 sueros de personas VIH+ del banco de sueros
proporcionados por el INDRE. En la figura 2 se incluye el resultado de estos 18 sueros
VIH+. En esta figura se puede observar claramente que los pacientes VIH+ tienen
anticuerpos que reaccionan muy bien con el péptido PV-1 y en menor grado con PV-3 y
PV-4. Estos resultados dieron base para investigar si los anticuerpos dirigidos contra éste
epitopo tiene algun papel en la trombocitopenia que se presenta en los sujetos infectados con
el VIH-1.

En la misma figura 2, puede observarse que 24 de los 99 plasmas de donadores
reaccionaron con el péptido PV-4; no asi con los péptidos PV-1, PV-2 y PV-3. Por tal
motivo PV-4 se excluyd de los resultados posteriores. No se estudié ulteriormente las
posibles causas de la presencia de anticuerpos anti-PV-4 en donadores de sangre. Seria
interesante continuar este estudio, ya que como se menciono en la introduccion, PLA-1 es

un antigeno que esta involucrado en trombocitopenia aloinmune.
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Figura 2. Reactividad de anticuerpos en pacientes con piirpura trombocitopénica autoinmune y

. pacientes VIH positivos contra 4 péptidos de la gpllla en FLISA,

En el eje de las abscisas aparecen los grupos estudiados: control negativo (Control), donadores de
sangre (Donador), pacientes con pirpura trombocitopénica autoinmune (PTA) y personas infectadas con
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En el eje de las ordenadas se grafica el valor de la
razén de la absorbancia (405 nm) de los plasmas problema entre el umbral del ensayo.
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En la figura 3 se muestra Gnicamente los resultados de los plasmas de los pacientes
con PTA y los plasmas control. En las ordenadas se grafica la razon de la absorbancia (405
nm) de cada uno de los plasmas problema entre e! umbral de corte, con el objetivo de poner
los resultados de todos los péptidos en la misma escala. Estos resultados indican que los
péptidos PV-2 y PV-3 son los mas reconocidos por los anticuerpos de algunos de los

pacientes con PTA.
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Figura 3. Reactividad de los anticuerpos en el plasma de pacientes con PTA contra tres péptidos de la
gplila

En el eje de las abscisas aparecen los grupos estudiados: plasmas control (Control) y plasmas de
pacientes con PTA (PTA). En el eje de las ordenadas se grafica la razdn de la absorbancia (405 nm) de
cada uno de los plasmas problema entre el umbral del ensayo.
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También mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA) se busco en los eluidos de las
plaquetas de pacientes con diagnostico de purpura trombocitopénica autoinmune
anticuerpos contra estos péptidos. En la figura 4 se muestran los resultados de 67 eluidos
(de 30 pacientes) y 20 eluidos control contra los 3 péptidos. En general, estos eluidos
reaccionaron poco contra los péptidos PV-1, PV-2 y PV-3. Para confirmar si la técnica de
preparacion del eluido era la adecuada se practico otro ensayo inmunoenzimatico
sensibilizando la placa con los eluidos y agregando luego inmunoglobulina IgG anti-humana
conjugada con peroxidasa. Este ensayo confirmé que efectivamente los eluidos contenian

anticuerpos (datos no mostrados).

PV 1 PV 2 PV 3
Eluidos Eluidos Eluidos

Abs / Umbral
[ ]
Abs | Umbral

WP e 00 o
Abs | Umbral
®

[ ) . ,

L . ®

¢ ]

i .

: l i

o +—* 0 + 0 "
Control PTA Control PTA Control PTA
20) ©7) (20) (67) (20) (67

Figura 4. Reactividad de los anticuerpos en el eluido de la membrana plaguetaria de pacientes con PTA
contra tres péptidos de la gpllla.

En el eje de las abscisas aparecen los grupos estudiados: elutdos control (Control) y eluidos de personas
con PTA (PTA). En el eje de las ordenadas se grafica la razon de la absorbancia (405 nm) de cada uno
de los elutdos problema entre el umbral del ensayo.
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El estudio se realizo en 30 pacientes con purpura trombocitopénica autoinmune
cronica, 23 mujeres: 4 nifias y 19 adultas; y 7 varones: 2 nifios y 5 adultos. Los resultados
se muestran en la tabla 2 donde se observa que el 3.3% (1/30) tuvieron anticuerpos contra |
PV-1, 10% (3/30) contra PV-2 y 20% (6/30) contra PV-3. Otro aspecto que puede ser
observado es que 23.3% (7/30) tuvieron anticuerpos contra alguno de los 3 péptidos y que
el 13.3% (4/30) reaccionaron contra un solo péptido mientras que el 10% (3/30)

presentaron anticuerpos contra 2 péptidos (tabla IT).

Numero de]
Paciente]muestras tx Sexo Edad PV1i PV2 PV3

1 1 0pso F

2 1 opso F

3 2 pdn F 11 2/2 pos

4 2 opso F

5 2 pdn/opso F 33

8 7 pdn/opso F 52 317 pos 2/T pos
7 2 pdn F 44

8 2 pdn/opso F 27

9 1 pdn/opso F

10 1 nada F 18

11 1 pdn F 63 1/1 pos
12 4 pdn/opso F 1/4 pos }3/4 pos
13 1 _ nada F 21

14 1 - F

15 1 nada F 65

16 1 pdn E 6

17 6 opso F 39 1/6 pos
18 1 pdn F 70

19 4 pdn/opso F 75
20 2 nada F
21 1 pdn F 40
22 5 pdn/opso F 36 3/5 pos 14/5 pos
23 1 pdn F 5
24 1 opso M
25 1 pdn M 4 1/1 pos
26 2 pdn/opso M 15
27 4 opso M 9
28 1 pdn/opso M 6
29 1 pdn M 48
30 3 pdn/opso M 74

Tabla II. Relacidn de pacientes con PTA y el resultado obtenido con 3 péptidos de gpllla.
Tx = tratamiento que estaban recibiendo, opso = eritrocitos opsonizados con IgG anti-D, pdn =
prednisona y nada = en este momento estaban sin tratamiento porgue se encontraban en remisidon.
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Cuando se hace el grafico de acuerdo con el sexo de los pacientes pareciera que las

mujeres tienen anticuerpos en contra de los péptidos y los hombres no. En realidad esta

apreciacion es debida al sesgo de la muestra, ya que se estudiaron muy pocos hombres
(figura 5). Este sesgo concuerda con lo reportado en la literatura, de que la PTA cronica es
mas frecuente en el sexo femenino.

En relacion con la edad no se observa preferencia en la reactividad contra los
péptidos (figura 6). Es decir la PTA crénica aunque es mas frecuente en los adultos, cuando
se presenta en los nifios, no es diferente a aquella de los adultos.

De los 30 pacientes con PTA cronica estudiados 25 presentaban parpura activa, por
lo tanto estaban recibiendo algin tratamiento: 6 con eritrocitos opsonizados, 9 con
prednisona, 10 con eritrocitos opsonizados més prednisona; 4 no recibian ninglin tratamiento
por encontrarse en remision y en un paciente no se pudo saber si estaba en tratamiento o no
(tabla II). En la figura 7 puede observarse que 7 de los 25 pacientes con purpura activa
tuvieron efectivamente anticuerpos contra alguno de los péptidos a pesar del tratamiento,
mientras que en los pacientes que se encontraban en remisién no se encontraron anticuerpos.

No se encontré una correlacion estadistica entre la cifra de plaquetas y la presencia
de anticuerpos anti-péptido (figura 8), sin embargo, la presencia de estos anticuerpos
ocurri6 unicamente en aquellos pacientes con pirpura activa que tuvieron cifras de plaquetas

por debajo de 100 X 109 plaquetas/L . Tal vez estos anticuerpos pudieran ser los causantes
de la trombocitopenia.

31



PLASMAS ELUIDOS
2 2
1 | - -
g g 1 . .
3 g
‘ $
0 + 0 i
Hombres Mujeres Hornbres Mujeres
2 2
.
* . !
.
1} - hd 1
]
o o
4 s F
*
a L4 o *
Hombres -Mujeres Hombres Mujeres
2 r 2
.
¢
1 L [] . —
' $
: ) s
s $
‘ i
0 + : 0
Hombres Mujeres Hombres Mujeres

Figura 5. Reactividad de anticuerpos en el plasma de pacientes con PTA con 3 péptidos de gpllia:

diferencias entre sexos.

En el ¢je de las abscisas se presentan las categorias masculino y femenino resultados de los sexos

masculino y femeninoy en el eje de las ordenadas se grafica la razon de la absorbancia (405 nm) de cada

uno de los plasmas (o eluidos) problema entre el umbral del ensayo.
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Figura 6. Reactividad de anticuerpos en el plasma de pacientes con PTA con 3 péptidos de gpllla:
diferencias por edad.

En el ¢je de las abscisas se grafica la edad la edad de los pacientes en afos y en el eje de las ordenadas
se grafica la razon de la absorbancia (405 nm) de cada uno de los plasmas (o eluidos) problema entre el
umbral del ensayo.
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Figura 7. Reactividad de anticuerpos en el plasima de pacientes con PTA con 3 péptidos de gpllla:
diferencias por el tratamiento,

En el eje de las abscisas se presentan los diferentes tratamientos que estaban recibiendo los pacientes: sin
tratamiemto (nada), con eritrocitos opsonizados con IgG anti-D (opso), con prednisona (pdn) y la
combinacion de prednisona con eritrocitos opsonizados (pdn/opso).

En el eje de las ordenadas se grafica la razdn de la absorbancia (405 nm) de cada uno de los plasmas (o
elutdos) problema entre el umbral del ensayo.
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correlacidn con el nimero de plaguetas.

En el eje de las abscisas se grafica el nimero de plaguetas X 109 /L y en el cje de las ordenadas se
grafica la razdn de la absorbancia (405 nm) de cada uno de los plasmas (o eluldos) entre el umbral del
ensayo.
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A los pacientes que tenian purpura activa se les tomé muestra de sangre en diferentes

fechas, para investigar si habia cambios en la presencia de los anticuerpos en el transcurso de

la enfermedad. Se puede observar que hay fluctuaciones en el tiempo en cuanto a la
presencia de anticuerpos en el plasma (figura 9) y en el eluido de la membrana plaquetaria
(figura 10).
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Figura 9. Reactividad de anticuerpos en el plasma de pacientes con PTA con 3 péptidos de la gpllia:
heterogeneidad entre pacientes y variaciones en el tiempo.

En el eje de las abscisas se grafica el tiempo transcurrido entre las muestras analizadas. El tiempo cero
corresponde a la primer muestra de plasma estudiado. En el eje de las ordenadas se grafica la razdn de
la absorbancia (405 nmy) entre el umbral del ensayo.
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Figura 10. Reactividad de anticuerpos en el eluido de pacientes con PTA con 3 péptidos de la gpilla:
heterogeneidad entre pacientes y variaciones en el tiempo.

En el ¢je de las abscisas se grafica el tiempo transcurrido entre las muestras analizadas. El tiempo cero
corresponde a la primer muestra de elutdo estudiado. En el eje de las ordenadas se grafica la razon de la
absorbancia (405 nm) entre el umbral del ensayo.
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RESULTADOS DE LA INVESTIGACION DE ANTICUERPOS ANTI-PV-1 EN

PACIENTES INFECTADOS CON EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA

HUMANA TIPO 1 (VIH-1)

Las personas infectadas con el VIH-1 tienen en su suero anticuerpos contra
diferentes epitopos de las glicoproteinas virales. El inmuno-diagnéstico de esta infeccion se
basa en la presencia de estos anticuerpos.

Se ha reportado varios ejemplos de mimetismo molecular entre proteinas del VIH-1
y proteinas humanas; todos ellos juegan algiin papel en la patogénesis del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) por reacciones cruzadas de los anticuerpos anti-
proteinas virales con las proteinas del organismo. Por ejemplo, ta homologia entre una
secuencia muy conservada de la region carboxi terminal de la proteina transmembranal gp41
(aa 837-844) y la region amino terminal de la cadena 8 de la molécula del complejo mayor
de histocompatibilidad clase II (HLA clase II} esta relacionada con la disfuncion inmune de
los linfocitos T CD4” (Golding H. et al,, 1989) . La homologia entre otra region de gp4l y
una region de interleucina 2 (IL-2) posiblemente sea la causa de la actividad
inmunosupresora de! VIH-1 (Rether ITl W.E. ef al., 1986). La homologia entre una regién
(aa 245-289) de la glicoproﬁéina de la membrana gp120 y neuroleucina esté relacionada con
el complejo de demencia del. SIDA (Lee M.R. ef al., 1987). Las reacciones cruzadas de
anticuerpos anti-gp41 con astrocitos humanos (Yamada M. et al., 1991; Eddleston M. ef al.,
1993) y el mimetismo molecular entre la region V3 de gpl20 y proteinas del cerebro
humano (Trujillo J.R., et al 1993) pueden causar las complicaciones del sistema nervioso
encontradas en los pacientes con SIDA. También se identifico una homologia estructural
entre gpl20 y la proteina Clq del complemento dado que anticuerpos anti gpl20
reaccionaron con C1q (Stoiber H. ef al.,, 1994). Ademas también se ha reportado homologia
antigénica y funcional entre gp41 y el factor H de! complemento (Pinter C. et al., 1995).

Un gran numero de pacientes infectados con el VIH-1 tienen trombocitopenia, y en
algunos la trombocitopenia llega a ser tan severa que el comportamiento clinico es el mismo
que el de las personas con PTA. En algunos de estos pacientes se ha identificado anticuerpos
contra las proteinas del VIH-1 que dan reaccién cruzada contra diferentes proteinas
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plaquetarias y en algunos de ellos los anticuerpos estan cruzando con la gplila (Bettaieb A
et al.,, 1992; Bettaieb A. ef al., 1996).

El hecho de que los anticuerpos de personas infectadas con el VIH-1 tuvieron una
gran reactividad con el péptido PV-1 (figura 2) mientras que los anticuerpos de los pacientes
con PTA no la tuvieron, y de acuerdo con lo reportado en la literatura se decidié investigar

el por qué de esta reactividad con la hipétesis siguiente:

El virus de la inmunodeficiencia humana tiene proteinas con regiones de
homologia con el péptido PV-1 de gp Ila. Los anticuerpos dirigidos contra la proteina

del VIH dan reaccion cruzada contra las proteinas plaquetarias.

La identificacién de las proteinas del VIH-1 que tienen homologia con el péptido
PV-1 se realiz6 en técnica de "Western blot", usando un suero hiperinmune anti PV-1
preparado en conejos. Las tiras de nitrocelulosa que contienen las proteinas virales
previamente separadas por electroforesis se hicieron reaccionar con un suero humano VIH+
como control positivo, el suero hiperinmune anti PV-1 de conejo y el suero preinmune del
conejo como control negativo (figura 11).

En la figura 11 se observa claramente que el suero hiperinmune anti PV-1 formé una
banda muy bien definida que corresponde a la proteina de la envoitura'viral gp41, es decir el
anticuerpo anti PV-1 esta reconociendo un epitopo en gp 41 parecido al péptido PV-1 de
gpllla. Ademés de esta banda se observaron otras bandas de menor intensidad, cuyos pesos
moleculares no correspondieron a los pesos moleculares de proteinas virales. Tal vez éstas
otras bandas son proteinas de las células donde se cultivé el virus. (Los virus se cultivan en
linfocitos humanos para obtener posteriormente las proteinas virales que son separadas por

electroforesis y después transferidas a nitrocelulosa).
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Figura 11. “Western blot” del suero hiperinmune anti PV-1 de conejo en tiras de nitrocelulosa que
contienen proteinas del VIH-1, Se muestran los resultados de un suero humano VIH' como control
positivo (A), suero hiperinmune anti PV-1 de conejo (B) y el suero preinmune del conejo (C)

Usande un algoritmo computacional de prediccion de estructura secundaria de las
proteinas (Gibrat J.F. ez al.,, 1987) se encontr6 que la secuencia EKNEQELLELDKW (aa
655-667) de gp41 del VIH-1 tiene homologia estructural con el péptido PV-1 de gpllla de
plaquetas humanas. De acuerdo a éste programa las dos secuencias podrian tener una
estructura secundaria de hélice . No se conoce la estructura cristalografica de gpllla, pero
la estructura de gp41 si es conocida y se sabe que la secuencia EKNEQLLELDKW tiene
estructura de hélice o (Chan D.C. et al., 1997).

Se sintetiz el péptido EKNEQELLELDKW(A) denomindndolo PY-1. Después se
busco en técnica de ELISA si los sueros de los pacientes VIH+ reaccionaban con los
péptidos PY-1 y PV-1. De los 89 sueros estudiados el 79% (70/89) reaccionaron con el
péptido PY-1 y el 65% (58/89) reaccionaron con ¢l péptido PV-1 (figura 12).
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Figura 12. Reactividad de sueros VIH positivos y VIH negativos con el péptido PV-1 de gpilla de
plaguetas humanas y el péptido PY-1 de gp41 del VIH-1.

En el eje de las abscisas se presentan los sueros probados: sueros control negativo (Control), sueros VIH
negatives (VIH-) y sueros VIH positivos (VIH+). En el eje de las ordenadas se grafica la absorbancia

(405 nm).
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Para demostrar la especificidad serologica, asi como la reactividad cruzada de los
dos péptidos se realizaron ensayos de inhibicion. Cuando la placa de micro ELISA se .
sensibilizé con el péptido PY-1 de gp41, el péptido PV-1 de gpllla en solucién fue capaz de
inhibir la reaccion de los sueros. Esta inhibicion se demostro en 18 sueros VIH+ usando una
sola concentracion del péptido PV-1. Se observd que los sueros son inhibidos con diferente

intensidad que va desde el 13% hasta el 88% de inhibicion (figura 13).
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Figura 13. Inhibicidn de la reaccién del péptido PY-1 de gpd1 con el péptido PV-1 de gpllla.

Er; el eje de las abscisas se presentam los sueros probados: un suero VIH- y sueros VIH+ con el péptido
PY-1 (barras blancas) y competido con PV-1 en solucién (barras rellenas). Se indicd en cada caso el
porcentaje de inhibicion. En el eje de las ordenadas se grafica la absorbancia (405 nm)
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La diferencia en los porcentajes de inhibicion probablemente se debio a la poblacion
de anticuerpos policlonales presentes en el suero de las personas VIH+.

De la misma forma el péptido PY-1 en solucion inhibid la reaccion con el péptido
PV-1 undo a la placa de ELISA del suero hiperinmune anti-PV-1 de conejo. La inhibicion
es dependiente de la concentracion del péptido. Para demostrar esta inhibicion se realizd una

curva con el péptido PV-1 en un rango amplio de concentraciones (figura 14).

08 \

g %
w 287 a1%
3 ~&—Preinmune
a
< ~— Inmune

04 ¢

652%
o
0.2 1 fue
0 ] || - .
' 10E-10 1.0E-8  1.0E6

Log de la concentracién molar de PV)

Figura 14. Curva de inhibicidn de la reaccidn del suero hiperinmune anti péptido PV-1 de gpllla con el
péptido PY-1 de gpdl.

En el eje de las abscisas se grafica el logaritmo de la concentracion molar del péptido PY-1. Unido a la
placa estd el péptido PV-1 y en solucion el péptido PY-1. En el eje de las ordenadas se grafica la
absorbancia (405 nm).

Con estos resultados se comprobo que ademas de la probable homologia estructural
que presentan ambos péptidos tuvieron homologia antigénica, ya que existe competencia

entre ambos péptidos por unirse al mismo anticuerpo.
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DISCUSION

Debido a que actualmente no existe un tratamiento eficaz para los pacientes con
PTA cronica (Ambriz R. et af., 1987, Bertchold P. et al.,, 1993; Anderson J.C. ef al., 1994,
Giovani E. ef al., 1996, Letzky E A. et al., 1996), en este proyecto se abordo6 el problema
de la identificacion de los epitopos presentes en la membrana de las plaquetas responsables
de la induccidn de autoanticuerpos. Entre las diferentes proteinas blanco de estos
anticuerpos, se ha demostrado que la gplIla (integrina B,) es la principal (Beardsley D.S. et
al., 1984; Fujisawa K ef al,, 1991; Kekomaki R. ef al, 1991, Fujisawa K. ef al., 1992,
Fujisawa K. et al., 1993; Hou M. ef al., 1995). Esta proteina junto con la gpllb (integrina
allb) forma uno de los principales receptores de activacion plaguetaria en fos mecanismos
hemostaticos de la sangre (Philips D.R. et al., 1991). Por estos motivos se decidié buscar los
epitopos de gplila involucrados en la destruccion de las plaquetas en la PTA.

En el laboratorio, se habia usado exitosamente el péptido sintético GM15 de la gp4l
del virus de la inmunodeficiencia humana para realizar el diagnostico de la infeccién por
este virus (Gevorkian G. er al, 1996) y los péptidos GK1 y GK2 del céstodo taenia
crassiceps para ¢l diagnéstico de la cisticercosis humana (Gevorkian et al, 1996 a). Por lo
que se decidio el uso de péptidos sintéticos como herramienta en la investigacion de los
antigenos de gpllla.

La prediccion de los epitopos se hizo con el método de Hopp y Woods (Hopp F.P.
et al., 1981) que usa la secuencia lineal de aminoacidos de la proteina (figura 1, tabla I) ya
que actualmente no existen métodos de prediccion de antigenos que tomen en cuenta la
estructura tridimensional de las proteinas. Se sabe que existen epitopos conformacionales
debido al plegamiento de la proteina que permite a los aminoacidos, que normalmente no
estdn juntos en la estructura primaria, si lo estén en la estructura terciaria (Honda S. e al.,
1995). De cualquier forma el método de Hopp y Woods sigue siendo el método mas
adecuado para la prediccion de antigenos (Hopp F.P., 1993). Con este método se selecciond
tres epitopos: uno de la region intracitoplasmatica y dos de la regién extracitoplasmatica de
la gpllla.
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La denominacién y la secuencia de los péptidos es la siguiente;
PV-1 (DRKEFAKFEEERARA aa 748-763),
PV-2 (KKFDREPYMTENTC aa 644-657),
PV-3 (GCPQEKEKSFTIKP aa 431-444),

Con el objetivo de ver si el antigeno PI*', involucrado en purpura neonatal
aloinmune y en plrpura post-transfusional (Newman P.J., 1991; Mollison P.L. ef al., 1993),
también era un antigeno en la pirpura autoinmune se incluyé en este estudio; se le llamé
PV-4 para continuar con la terminologia de los otros tres péptidos, y su secuencia es la
siguiente:

PV-4 (CSDEALPLGSPRCDLK aa 52-67)
L ]

{ I g
(i 4

Este péptido esta en forma de asa debido al puente disulfuro formado entre las dos
cisteinas, tal como se encuentra en la proteina nativa (Calvete J.J. et al., 1991).

Una vez seleccionados los epitopos se llevo a cabo la sintesis de los péptidos, usando
un método manual. El método manual tiene la ventaja sobre los métodos automatizados de
usar menor cantidad de reactivos por lo que resulta mas economico, y sobre todo tiene la
ventaja de poder monitorear cada paso de la sintesis, por lo que al final se obtienen
productos mas puros (Jones J., 1992; Pennington M.W. ef al., 1994).

El tamafio de 14 a 15 aminoacidos para cada uno de los péptidos permitio el uso
directo como inmunégénos para la preparacion de suero hiperinmune sin necesidad de
acoplarlos a alguna proteina acarreadora como sucede con los haptenos, los cuales por su
pequeiia talla molecular no inducen la sintesis de anticuerpos al no poder entrecruzar los
receptores de los linfocitos. De la misma forma en los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)
se usO directamente los péptidos sin acoplarlos a ninguna porteina, obteniéndose muy
buenos resultados.

Los pacientes con PTA tienen anticuerpos en la circulacion sanguinea y también
unidos a la membrana de las plaquetas (Fujisawa K. et al., 1992; McMillan R. et al., 1987,
Fujisawa K. et al., 1993). En este estudio los anticuerpps se buscaron tanto en el plasma

(figura 3) como en los eluidos de la membrana de las plaquetas (figura 4) de 30 pacientes
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con PTA cronica y 99 personas sanas como grupo control negativo. Con el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) empleado se encontrd que en el plasma de los pacientes con
PTA hay anticuerpos que reaccionan con los péptidos PV-1, PV-2 y PV-3 con una
sensibilidad de 23% (7/30) y una especificidad del 100%, ya que ninguna de las personas
sanas tuvieron anticuerpos contra estos péptidos. Si hay significancia estadistica (modelos
lineales generalizados: regresion logaritmica) entre el grupo de los pacientes estudiados y el
grupo control, lo cual significa que los anticuerpos encontrados estan relacionados con PTA.
El péptido PV-4 resulto inespecifico ya que reaccioné con el 26% (8/30) de los pacientes
con purpura y con el 25% (25/99) de las personas sanas (figura 2), es decir PV-4 no es un
antigeno especifico de los pacientes con PTA. Esta reaccion inespecifica puede deberse a la
presencia de "anticuerpos naturales” en contra de éste epitopo 6 a la presencia de
anticuerpos dirigidos contra cualquier otro antigeno con reactividad cruzada para el péptido
PV-4. Fue una sorpresa encontrar anticuerpos en contra de este epitopo tanto en personas
sanas como en los pacientes con PTA y debido a la gran inespecificidad se decidié no
tomarlo como epitopo relacionado con la PTA.

El resultado de los anticuerpos en el plasma (tabla IT) indica que el 23% (7/30) de los
pacientes estudiados tienen anticuerpos en contra de alguno de los péptidos PV-1, PV-2 o
PV-3. De éstos, 4 reaccion;n con un solo péptido y 3 con dos péptidos. Es decir existe
heterogenetdad inmune tanto entre los pacientes como dentro de un mismo paciente. Estos
resultados estan de acuerdo con lo reportado por otros autores acerca de la presencia de
anticuerpos con diferentes especificidades en el mismo paciente (McMillan R. ef al., 1987,
Fujisawa K. ef al,, 1991, 1992, 1993; Tsubakio T. et al., 1987, Hou M. ef al, 1995) pero
en ninguno de estos estudios se ha demostrado si los anticuerpos encontrados son los
responsables de 1a destruccion plaquetaria.

Se sabe que en los pacientes con enfermedades autoinmunes existen tres tipos de
anticuerpos: aquellos que son los causantes de la enfermedad autoinmune, aquellos que se
producen como resultado de una activacién policlonal inespecifica y que no tienen ningiin

papel patologico y finalmente aquellos que se producen en forma secundaria a la destruccién



celular (Aster R.H. er al., 1995; Miescher P.A. et al., 1992). En este estudio no se valord de
que tipo son los anticuerpos encontrados.

De los 30 pacientes con PTA crénica estudiados 25 se encontraban con puarpura
activa (cifras bajas de plaquetas) y 5 se encontraban en remision (cifras normales de
plaquetas). Los 25 pacientes con parpura activa se encontraban en tratamiento; ya sea con
prednisona, prednisona mas eritrocitos opsonizados o s6lo con eritrocitos opsonizados. En 7
de estos pacientes se encontrd la presencia de anticuerpos anti-péptidos a pesar del
tratamiento, por lo que el porcentaje de los pacientes con PTA activa que presentéron anti-
péptidos fue de 28% (7/25). Debido a que una de las funciones de la prednisona es la de
disminuir la produccion de anticuerpos (Boumpas D.T. ez al., 1993), se puede dificultar ia
deteccion de anticuerpos en pacientes bajo tratamiento. Seria muy interesante realizar un
estudio transversal con una muestra grande de pacientes que incluyera a pacientes con
purpura activa sin tratamiento, pacientes con diferentes esquemas de tratamiento y pacientes
en remision, o también realizando un estudio longitudinal con algunos pacientes a lo largo de
su evolucidn clinica en periodos de purpura activa y de remision. También seria conveniente
realizar los estudios en un modelo de laboratorio, en el cual se puede controlar variables que
no es posible controlar en los pacientes.

Se observé poca reactividad contra los peptidos en los eluidos de la membrana
plaquetaria, que no fue debida a la técnica de elusion, porque se comprobé que los eluidos
tenian IgG's. Esta baja reactividad probablemente fue debida a que las plaquetas que se
encuentran en circulacion no tienen unidos tantos anticuerpos como las plaquetas que estan
siendo fagocitadas por los macrofagos.

De los pacientes estudiados el 23% (7/30) eran del sexo masculino y el 77% (23/30)
del sexo femenino ya que la PTA cronica afecta mas a las mujeres (Aster R.H, 1994). En la
figura 5 se observa que la presencia de anticuerpos anti-péptidos se relaciona principalmente
con el sexo femenino, sin embargo no se puede concluir que los pacientes del sexo
masculino no tengan anticuerpos ya que no hay significancia estadistica entre estos dos

grupos. Es decir los pacientes con PTA cronica tienen anticuerpos anti-péptidos
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independientemente del sexo. Es conveniente analizar una muestra mas grande de hombres
para confirmar estos resultados.

En relacion con la edad de los pacientes estudiados el 20% (6/30) fueron nifios (4-11
afios), el 3% (1/30) fue un adolescente (15afios) y el 77% (23/30) fueron adultos (18-74
afios) y no se encontraron diferencias entre las diferentes edades y la presencia de
anticuerpos. Todos los pacientes incluidos en el estudio tienen PTA cronica
independientemente de la edad.

De aquellos pacientes de los cuales se tenia muestras de sangre extraidas
consecutivamente en fechas diferentes (figuras 9 y 10), se observé que hay fluctuaciones en
la presencia de los anticuerpos. Tal vez estas fluctuaciones sean adjudicables al tratamiento
que estan recibiendo los pacientes, 0 quiza se relacionen con los cambios en los niveles
hormonales, hay que recordar que, las mujeres en general son mas susceptibles a las
enfermedades autoinmunes que los hombres. Y también estas fluctuaciones pueden deberse
a la asociacién con otras enfermedades, como ocurre en la PTA aguda de los nifios que se
presenta generalmente de manera secundaria a una infeccién viral (James N.G., 1994;
Karpatkin S., 1985; Aster R H., 1994)

Actualmente no existe una prueba de laboratorio que certifique el diagnostico de la
PTA (Lichtin A. et al,, 1996; y mas bien el diagnostico se realiza excluyendo otras causas de
trombocitopenia. Los resultados obtenidos en este trabajo sustentan la posibilidad de tener
esa técnica que hace falta. Esta técnica puede realizarse usando una mezcla de los diferentes
peptidos 6 como se hizo en este estudio haciendo la prueba con varios péptidos individuales.
Es importante que la prueba se realice en diferentes ocasiones para evitar errores debido a
las fluctuaciones en la presencia de los anticuerpos. Ademas de ser Gtiles como herramienta
para el diagnostico los péptidos sintéticos son alternativa de tratamiento; administrados a los
pacientes pueden interferir la reaccion de fijacion de los anticuerpos a las plaquetas,
inhibiendo su destruccion.

Hasta ahora se ha planteado que la pirpura trombocitopénica autoinmune es una
enfermedad que afecta a las plaquetas. Se ha dejado en el olvido que el complejo gpllb/Tila

(integrina alIbP3) se encuentra también en la membrana de las células endoteliales y que las
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células endoteliales participan activamente en procesos homeostaticos de gran importancia
como en la extravasacion de leucocitos en inflamacion y en la respuesta inmune. ;Los
anticuerpos anti gplila involucrados en el dafio de las plaquetas estarin involucrados
también en dafio endotelial?

Por otra parte y debido a que los sueros de pacientes VIH+ tuvieron anticuerpos que
reaccionaron con el péptido PV-1 (figura 2), se estudié 89 sueros de personas infectadas
con el VIH-1 y un suero hiperinmune anti-PV-! preparado en conejos. El suero hiperinmune
anti-PV-1 identificé una banda bien deﬁﬁida en la zona correspondiente a la gp41 del VIH-1,
(figura 11). Este resultado sugiri6 que la gp41 tiene una region que esta fijando los
anticuerpos. El anticuerpo policlonal preparado en el conejo se obtuvo inmunizando
Unicamente con el péptido PV-1 (péptido pequefio de 14 aminoacidos) por lo cual la imagen
de la banda con éste anticuerpo no fue igual a la que dan los anticuerpos de los pacientes
VIH+ (los pacientes tienen anticuerpos contra diferentes partes de la proteina). Un resultado
inesperado fue la observacion de otras bandas menos definidas, que no corresponden con
proteinas del VIH-1. Posiblemente estas bandas son proteinas de las células, en las que se
realizo el cultivo viral.

El método de Gibrat de prediccion de estructura secundania de las proteinas, predijo
que la region EKNEQELLELDKW (aa 655-667) de gp41 tiene una estructura de hélice a
homéloga al péptido PV-1. Esta secuencia se sintetizo y se le denomindé PY-1. La estructura
de esta region de gp41 fue confirmada con el estudio cristalografico de la proteina (Chan
D.C. et al, 1997) y, posiblemente la region homoéioga en gpllla tenga la misma
configuracion.

De los 89 sueros VIH+ estudiados el 65% (58/89) tuvieron anticuerpos que
reaccionaron con el péptido PV-1 de gplfla y el 78% (70/89) tuvieron anticuerpos que
reaccionaron con el péptido PY-1 de gp41 (figura 12). La especificidad serologica de los
sueros positivos asi como la reactividad cruzada de los péptidos PV-1 de gpllla y PY-1 de
gp41 se comprobaron con los ensayos de inhibicion (figurasi3 y 14). Con estos resultados

se concluye que existe competencia entre los dos péptidos por unirse al mismo anticuerpo,
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es decir los péptidos PV-1 de gplila de plaquetas humanas y PY-1 de gp41 de VIH-1 tienen
homologia antigénica debida a su homologia estructural.

Debido a que aproximadamente el 9% de los pacientes infectados con el VIH-1
que aun no han desarroliado SIDA tienen trombocitopenia y el 21% de los pacientes que ya
desarrollaron SIDA tienen trombocitopenia que clinicamente es igual a la puarpura
trombocitopénica autoinmune (Ratner L. ef al,, 1992; Sloand E.M. ef al,, 1992, Karpatkin
S. etal, 1995; Zauli G. et al., 1996) se penso que los anticuerpos anti-gp41 que cruzan con
gpllla pudieran estar involucrados en la trombocitopenia. Aunque en este estudio no se
encontré correlacion entre la cantidad de plaquetas y la presencia de anticuerpos anti-PV-1
de gpllla, se realizo ensayos con plaquetas humanas de ELISA vy citometria de flujo y no se
encontrd que los anticuerpos de los pacientes VIH+ ni el suero hiperinmune anti-PV-1 del
conejo se unieran a las plaquetas (datos no mostrados). Estos resultados indican que estos
anticuerpos no estan involucrados en la trombocitopenia que presentaban 18 de los 58
pacientes que tuvieron anticuerpos contra el péptido PV-1.

La homologia que existe entre la region intracitoplasmatica de la gpIlla (integrina
B:) y la region extracapside de la gp41 del VIH-1 posiblemente, juega un papel importante
en la disfuncion de las células del sistema inmune. La gp Illa en el receptor gpllb-Ila
(integrina amP;) se expresa en la membrana de plaquetas, megacariocitos y células
endoteliales y en el receptor avf; se expresa en las plaquetas y en todas las oélulas del
mesénquima. Las otras cadenas B se encuentran formando receptores en las meémbranas de
todas las células humanas. Los linfocitos y monocitos tienen integrinas con cadenas f,
(VLA) y B2 (LFA-1 y Mac). Las cadenas B,, B; y B3 tienen entre ellas una gran homologia,
la cual es todavia mayor en el dominio intracitoplasmatico (Albelda S M. ef al., 1990; Clark
E.A et al, 1995). Debido a la gran homologia entre las cadenas beta de las integrinas, y a al
hecho de que el virus de la inmunodeficiencia humana se replica en el interior de los
linfocitos y monocitos, posiblemente la gp41 compite por los sitios de union de las integrinas
con las moléculas encargadas de transducir las sefiales de activacién celular, llevando a la

disfuncion inmune de los pacientes infectados por el VIH-1.




Por otra parte la secuencia de aminoacidos del péptido PY-1 forma parte de una
region conservada del dominio extracipside del virus, localizada cerca del dominio
transmembranal, se ha demostrado que un péptido de esta region inhibe el proceso de fusién
de membranas celulares mediado por el virus (Wild C. er al, 1993). La secuencia del
péptido PV-]1 pertenece a una region intracitoplasmatica estructural y funcionalmente
conservada de las integrinas, la presencia de anticuerpos con reactividad cruzada con la
superficie del virus y las proteinas componentes de la membrana celular puede contribuir a
diversos fenomenos citopaticos, asi como tener consecuencias, en la entrada del virus a las

células y los mecanismos de fusion celular,
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CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se alcanzo el objetivo principal, que era encontrar el epitopo
o epitopos de la gpllla (integrina B;) involucrados en la produccion de autoanticuerpos en
los pacientes con PTA, a través del uso de péptidos sintéticos, como herramienta de trabajo.

De esta investigacion se desprenden las conclusiones siguientes:

1) En el plasma de los pacientes con PTA hay anticuerpos que reconocen a péptidos
de la proteina gpllla (integrina f3).

2) En la membrana de las plaquetas hay anticuerpos en contra de los mismos
péptidos, pero en menor cantidad.

3) Se demostré que efectivamente los pacientes con pirpura activa son los que
tienen anticuerpos ain que estaban recibiendo tratamiento (prednisona, prednisona mas
eritrocitos opsonizados o eritrocitos opsonizados Ginicamente).

4) Hay heterogeneidad inmune entre los pacientes (no todos los plasmas reconocen
los mismos péptidos).

5) Hay heterogeneidad inmune en el mismo paciente (un mismo plasma reconoce
diferentes péptidos).

6) Queda por estudiar si estos anticuerpos son los causantes de la trombocitopenia, 6
son anticuerpos de presentacion secundaria a la destruccion plaquetaria.

7) Es necesario un modelo murino para el estudio de la PTA.

8) Se encontré6 homologia antigénica entre una region del dominio
intracitoplasmitico de la gpllla (integrina B3) y una region del dominio extracapside de la

gp41 del VIH-1.
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APENDICE 1

INTEGRINAS

Las integrinas son glucoproteinas presentes en las membranas celulares. Estas
glucoproteinas son receptores que interactian con proteinas de la matriz extracelular, o con
proteinas de otras células para realizar procesos bioldgicos de gran importancia como el
desarrollo embrionario, reparacion de heridas, apoptosis, hemostasis, crecimiento tumoral y
metastasis, "homing" y activacion de leucocitos y el mantenimiento de la integridad vascular
(Albelda S.M. et al, 1990, Sonnenberg A., 1993; Clark E.A, 1995). Las integrinas son
heterodimeros formados por una cadena a y una cadena B, unidas en forma no covalente. A
la fecha se han identificado 16 cadenas o y 8 cadenas B. La combinacién de una de las
diferentes cadenas o con una de las diferentes cadenas B da lugar a la formacion de més de
20 receptores (Clark E.A., 1995; Frenette P.S. et al,, 1996). Las plaquetas expresan en su
membrana por lo menos 5 miembros de la familia de las integrinas, los neutréfilos 3, los
monocitos 8, los linfocitos 7 y las células endoteliales 6 (Smith S.S. et al., 1993).

La funcién de las integrinas es la de comunicar a la célula las sefiales de activacién
del exterior hacia el interior de las mismas y como resultado se obtendran sefiales del interior
de las células hacia el exterior. Cuando las integrinas unen a sus ligandos (fibrinogeno,
fibronectina, vitronectina, coligena, etc.) se forman agregados de estos receptores en lo que
se llama "adhesiones focales”. En las adhesiones focales hay interaccion de las regiones
citoplasmaticas de las integrinas con complejos intracelulares del citoesqueleto (talina,
vinculina, a-actinina, B; endonexina), pars después unir filamentos de actina, fo que
finalmente termina en activacion celular. Esta funcion esta regulada por fosforilacion en
serina, treonina y tirosina del dominio intracitoplasmitico de la cadena B, y la participacion
de cinasas de tirosina (fak, syk, fyn lyn) (Reska A.A. et a/., 1992; Horwitz A F. 1997, Shattil

SJ. etal, 1997; Shattil S.J. et al., 1995; Kashiwagi H. et al, 1996; Law D.A,, 1996, Ezumi
Y., 1995).
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La afinidad de la interaccion de estas proteinas con sus ligandos es variable, por
ejemplo entre 3, y a-actinina K tiene un valor de 1.6 X 10-8 y entre B; y a-actinina el valor
esde 2.1 X 10°0 (Otey C.A. e al.,, 1990).

No solamente los dominios extracelulares de las cadenas o y B regulan la
especificidad de reconocimiento del ligando. El dominio intracelular de la cadena B también
es indispensable para que se realice la union con el ligando, ademas de ser el encargado de
realizar las adhesiones focales (LaFlamme S.E. ef al., 1992; Shattil S.J. ef al,, 1997; Loh E.
etal., 1996, Chen Y-P. et al., 1994, Wang R, 1994; Liu X.Y. et al., 1996, Haas T A. et al.,
1996).

A excepcion de las cadenas B4y Bs, todas las cadenas B tienen entre ellas 40-48% de
homologia en general y en la region citoplasmatica ésta homologia aumenta hasta 80%. La
homologia es tan grande que se puede intercambiar los dominios intracelulares de B, y B; v
la quimera resultante es capaz de realizar sus funciones (Solowska J. et al., 1991).

Las integrinas se clasifican en tres grandes grupos de acuerdo a la cadena B que
expresan. (Albelda S.M. ez al., 1990):

Integrinas con B1

A esta subfamilia se le conoce también con el nombre VLA ("very late antigens™) o
antigenos tardios. Son moléculas que aparecen en la superficie de los linfocitos varios dias
después de la activacion celular. Pertenecen a esta familia el clasico receptor de fibronectina
VLA-5 (asBi) (GPIc-IIa), otro receptor para fibronectina (avB,) y el receptor de laminina
VLA-6 (asf). Estos receptores tienen ligandos unicos. Hay otros miembros de esta familia
que tienen més de un ligando, como la integrina VLA-2 (c;8,) (GPla-IIa) (CD49b/CD29)
(ECMR II) que actia como receptor de coligena en las plaquetas y fibroblastos, como
receptor de colagena y laminina sobre las células endoteliales y parece ser que sirve como
receptor para el ecovirus 1. La integrina VLA-4 (cuB;) se sobreexpresa al ocurrir la

activacion de linfocitos T, y cuando éstos se convierten en células de memoria (Santoro S.A.
etal., 1995).
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Integrinas con B2

Esta subfamilia es mejor conocida como LEU-CAMs o antigenos CD11/CD18. Esta _

formada por 3 receptores:

1) LFA-1 (owf,) (CD11a/CD18) se expresa sobre la mayoria de los leucocitos, donde tiene

2)

3)

un papel importante en las interacciones leucocito-leucocito y leucocito-célula
endotelial. LFA-1 est4 involucrado en las funciones de los linfocitos T (NK, Th, ADCC.
El ligando de LFA-1 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, el

ICAM-1. ICAM-1 es también e! principal receptor de los rinovirus.

MAC-1 (aumB:z) (CD11b/CD18) (Mo-1) (CR;) se expresa sobre neutrofilos, monocitos y
algunos linfocitos. Probablemente se une a ICAM-1 pero tiene un repertorio de ligandos
mucho mayor, ya que también une Csbi (un producto de la degradacién de Cs), factor X

de la coagulacion, fibrinbgeno y endotoxinas.

GP150,95 (axf) es el menos conocido de estos 3 receptores.

Integrinas con B3

A los receptores de esta subfamilia también se les llama citoadhesinas y son los

siguientes:

)

2)

avfs (CD51/CD61) es receptor de vitronectina y también estd involucrado en
mnteracciones célula-célula, ya que anticuerpos anti-aVb3 pueden bloquear la capacidad
de los macréfagos de fagocitar a los neutréfilos y linfocitos en apoptosis. Este receptor
tiene mayor distribucion que GPIIb-Illa, ya que aparece en todas las células del
mesénquima.

GPIIb-II1a (cum-Bs) (CD49/CD61). Esta integrina fue la primera que se caracterizo. Al

igual que otras integrinas GPIIb-Illa necesita dos sefiales de activacion. Primero se
activa con trombina, coligena o ADP; solo una vez que se ha activado es capaz de unir a
su ligando. Los ligandos pueden ser fibrindgeno, fibronectina, vitronectina y factor Von
Willebrand. Todos ellos tienen una secuencia comiin de aminoacidos arg-gli-asp (RGD)

que es la que interactia con el receptor. La cadena gama del fibrinogeno tiene ademas
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otra secuencia de aminoacidos que también es reconocida por ésta integrina (Sims P.J. ef
al., 1991; Phillips D.R., 1991).



APENDICE 11

GLOSARIO DE ABREVIATURAS
PTA: purpura trombocitopénica autoinmune
Boc: t-butoxicarbonil
TFA: acido trifluoracético
DCM: diclorometano
DMF: di-metil-formamida
DIEA: di-isopropil-etil-amina
HOBT: hidroxi-benzo-triazol
DCC: di~ciclo-hexil-carbodiimida
EDTA: acido etilen-di-amino tetra-acetico
ELISA: ensayo inmunocenzimatico

VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
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