UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
QUIMICA FARMACEUTICO BIOLOGIA

Estandarizacion de un método de deteccidon para
anticuerpos anti-DIB2-GPI en pacientes con SAFP

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

VIRIDIANA GUADALUPE ESPINOSA MOYA

@;’ﬁ DIRECTOR DE LA TESIS: DR. DIEGO FRANCISCO
L;?_EMS HERNANDEZ RAMIREZ

EARAGOTA

CIUDAD DE MEXICO, 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Gracias a la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza por darme la oportunidad

de pertenecer a tan gran instituciéon

Gracias al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran

(INCMNSZ) por permitirme desarrollar como profesional

Gracias a mi comité tutoral

Expreso mi agradecimiento profundo al Dr. Diego Hernandez, por todas sus
ensefianzas y consejos a lo largo de mi desarrollo académico, ademas de su apoyo

incondicional

Al Dr. Carlos Nufez, por sus valiosos consejos y apoyo que me permitieron

desarrollarme profesional y personalmente

A la Q.F.B. Patricia Vidal por sus ensefianzas, dedicacion y consejos que me han

formado como profesional y por extension como persona

Al laboratorio de Inmunologia y Reumatologia del INCMNSZ por siempre estar

presentes y darme aliento en mi formacion



A mi hijo, por su paciencia y comprension que me ha demostrado que el verdadero

amor no es otra cosa mas que el deseo de ayudar a otro para que se supere

A mi madre por su apoyo y comprensiéon a lo largo de mi vida, sin ti nada seria

posible

A mis abuelos por su amor y confianza, que me han permitido alcanzar cada una de
mis metas

A mi hermana Diana, por hacerme mas alegre este camino

A mi familia, por todos los buenos momentos, su apoyo y compafiia en cada uno de

mis pasos

A Antonio, por tu apoyo incondicional, por los gratos momentos que hemos pasado,

gue la vida nos permita mas
A Waikiki Tamure por ensefiarme a sostener mis suefios con fuerza

A Mary, Rogelio y Braulio por sus consejos y su amistad sincera

“a’ohe pau ka ‘ike | ka halau ho’okahi “
La totalidad del conocimiento no se ensefia en una Unica escuela

Proverbio hawaiano



Resumen

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAF) es una enfermedad autoinmune
multifactorial, caracterizada principalmente por la presencia de eventos trombaoticos
venosos Yy/o arteriales y perdidas fetales, asociadas a la presencia de
autoanticuerpos circulantes, denominados anticuerpos antifosfolipidos (aFL).
Diversos estudios han demostrado que la B2-Glicoproteina | (B2-GPI) es uno de los
principales antigenos, siendo el Dominio | (DI) uno de los blancos primordiales,
estos anticuerpos (anti-DI [aDI-B2GPIl]) se presentan hasta en un 58% en pacientes
con SAF, es por ello que, se ha planteado la posibilidad de incluirlos en los criterios
para el diagnéstico de SAF. Por esto, en el presente trabajo desarrollamos y
estandarizamos un método de deteccion de aDI-B2GPI, mediante un ELISA casero,
gue permitird realizar estudios de la importancia de estos anticuerpos en poblacion

mexicana.
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Abreviaturas

SAF Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

aCL Anticuerpos anticardiolipinas

ADP Adenosin-difosfato

aFL Anticuerpos antifosfolipidos

AgNOs3 Nitrato de plata

AL Anticoagulante lupico

aPS/PT Anticuerpos antifosfatidilserina/protrombina

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ap2-GPI Anticuerpos anti-32-Glicoproteina-I

BrEt Bromuro de etidio

CL Cardiolipina

DI Dominio |

dRVVT Tiempo del Veneno de vibora diluido de Russel

DV Dominio V

ELISA Ensayo de Inmunoadsorcion ligado a enzimas

FL Fosfolipidos

INCMNSZ | Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
IPTG Isopropil 3-D-1-tiogalactopiranésido

KPTT Tromboplastina Parcial Activada con Kaolin

LDL Lipoproteinas de baja densidad

LEG Lupus eritematoso generalizado

LPS Lipopolisacarido

LRP8 Receptor de proteinas de baja densidad relacionados a la proteina 8
MAPK Proteina quinasa activada por mitdgenos

NaOH Hidréxido de sodio

NF — kB Factor nuclear- kb

NHsOH Hidroxido de amonio

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PRC Proteinas reguladoras del complemento

ROC Receiver Operating Characteristic Curve, por sus siglas en ingles
SAFP Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario

SAFS Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos secundario

TLR Receptor tipo Toll

TTPa Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada

VDRL Veneral Disease Research Laboratory, por sus siglas en ingles
B2-GPI B2-Glicoproteina-|




Introduccion

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAF) es una enfermedad autoinmune
multifactorial, caracterizada por la presencia de eventos trombaticos venosos y/o
arteriales, pérdidas fetales, livedo reticularis, enfermedad vascular, enfermedades
neurologicas no trombdticas y trombocitopenia; asociadas con la presencia de
autoanticuerpos circulantes en sangre periférica, denominados anticuerpos
antifosfolipidos (aFL). Los principales aFL presentes en el SAF son: Anticuerpos
anticardiolipinas (aCL), anticoagulante lapico (AL) y anti-B2-Glicoproteina-I (aB2-
GPI). Siendo la B2-Glicoproteina-1 (B2-GPI) uno de los principales antigenos, cuando
la B2-GPI se une a los fosfolipidos (FL) de carga negativa, ocurre un cambio
conformacional que expone un epitopo criptico en el dominio | (DI), mismo que se
ha asociado fuertemente con eventos trombdéticos en pacientes con SAF y que
puede servir como un marcador serolégico en dichos pacientes. Es por ello que, en
el presente trabajo, se desarroll6 y estandarizé un ELISA casero de DI recombinante
para la deteccion de anticuerpos aDI-B2GPI que permitird realizar estudios de la

importancia de estos anticuerpos en poblacion mexicana.
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Historia

En el siglo XX la sifilis era una enfermedad con alto impacto en el mundo, por lo que
multiples investigaciones estaban enfocadas en el diagndstico de la misma, una de
ellas estuvo dirigida por Wassermann y colaboradores, en 1906, donde
desarrollaron una reaccion serologica para el diagnéstico de sifilis utilizando tejido
rico en lipidos como antigeno, proveniente de pacientes con sifilis, a la que se le
nombroé “prueba de reagina de Wasserman”, conocida hoy como VDRL (por sus
siglas en inglés de Veneral Disease Research Laboratory)}? . Sin embargo, los
estudios siguientes se realizaron en tejido bovino, o que amerito investigaciones
mas detalladas de la prueba. Fue asi que, en 1941, cuando M. Pangborn describio
un “nuevo” fosfolipido responsable de la actividad antigénica en el extracto de
corazén bovino para la deteccion de sifilis a la que denomino “cardiolipina”.® A pesar
del éxito en la prueba de reagina de Wasserman para el diagnéstico de sifilis, existia
la inquietud de aquellos resultados catalogados como falsos positivos. En 1955 se
observdé que en los sujetos con “falsos positivos” a sifilis presentaban una
anormalidad en las globulinas, ademas los pacientes, en su mayoria mujeres, tenian
principalmente Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) y/o estaba acompafiados de
desordenes hematologicos.* En 1963, se observé que algunos pacientes con LEG
presentaban eventos tromboéticos recurrentes a pesar de tener un inhibidor de la

coagulacién, denominado afios mas tarde como “Anticoagulante lupico” (AL).?



Pronto se describio la asociacion entre los eventos tromboticos, abortos recurrentes,
trombocitopenia y enfermedad neuroldgica con la presencia de aCL, y se observo
que estos anticuerpos aumentaban con la edad.® Para 1989, se confirma la
asociacion entre las manifestaciones clinicas de LEG y los aCL, proponiendo que el
SAF se defina bajo estos criterios, asi mismo se identificé la disminucion en los
titulos de aCL durante los episodios tromboticos, lo que indica que se consumen en
estos eventos, ademas se sugirié que el SAF podria o no estar presente con LEG.®
Al poco tiempo aparecieron los criterios de Alarcon-Segovia definiendo al SAF, con
la presencia de dos 0 mas manifestaciones clinicas y al menos un titulo elevado de
aFL y probables en aquellos que posean una manifestacion clinica y un titulo alto
de aFL o bien mas de dos manifestaciones y un nivel bajo de aFL.” Esta definicion
cambio en 1999 con los Criterios de Sapporo donde se definié al sindrome como la
presencia de al menos un criterio clinico y uno de laboratorio, finalmente su ultima
actualizacion fue en 2006 (criterios de Sidney) donde se agregaron los anticuerpos

ap2-GPI (Tabla 1).8°
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Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

El SAF es una enfermedad autoinmune multifactorial, de etiologia desconocida,

caracterizada principalmente por la presencia de eventos tromboticos venosos y/o

arteriales y perdidas fetales, asociadas a la presencia de autoanticuerpos

circulantes, denominados aFL.8'%1* Sin embargo existen otras manifestaciones

clinicas que pueden presentarse como: & % 1412

Cerebrovasculares: Isquemia cerebrovascular, trombosis del seno venoso,
corea, migrafia, mielopatia transversa, convulsiones, sindrome de Sneddon,
demencia por infarto multiple, trombosis retinal venosa, psicosis y sintomas
similares a esclerosis multiple.

Cardiacas: Enfermedad vascular, endocarditis de Libman-Sachs,
Enfermedad de la arteria coronaria, cardiomiopatia y trombosis intracardiaca.
Pulmonares: Embolia e hipertension pulmonar, hemorragia intra-alveolar,
alveolitis fibrosante y sindrome de dificultad respiratoria del adulto.

Renales: Trombosis de la vena y/o arteria renal y glomerular, atrofia cortical.
Sistema Endocrino: Enfermedad de Addison e hipopituitarismo.
Manifestaciones hematoldgicas: Trombocitopenia, anemia hemolitica
autoinmune, sangrados.

Gastrointestinales: Sindrome de Budd-Chiari, Necrosis esofagica, Isquemia
intestinal, necrosis hepética.

Manifestaciones en la piel: Livedo reticularis, ulceras en la piel, necrosis

cutanea, gangrena digital y hemorragias en ufias.
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El SAF es més frecuente en mujeres que hombres y el riesgo se incrementa con
la edad, aproximadamente |lo padecen uno de cada seis pacientes menores a 50
afos, siendo la causa mas comun de hipercoagubilidad, se ha visto que el riesgo
aumenta con el uso de anticonceptivos orales.'®'” Se puede presentar sin
evidencia de otra enfermedad autoinmune, a esta condicion se le denomina SAF
primario (SAFP) o bien asociado a alguna otra enfermedad autoinmune,
principalmente el LEG conocido como SAF secundario (SAFS), donde cerca del
40% de pacientes presentan aFL. También, se puede presentar el sindrome de
oclusion vascular agudo, que involucra a tres o mas oOrganos, sistemas y/o
tejidos de manera simultanea, denominado “SAF catastrofico” y ocurre en menos
del 1% de los pacientes, se ha observado que esta condicion ocurre posterior a

un evento infeccioso en aquellos pacientes con SAFP,14-16.18-20
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Cuadro 1. Criterios de Sidney para el diagnoéstico de SAF

El SAF esta presente si se cumplen al menos un criterio clinico y uno de laboratorio.®

Criterios clinicos
1. Trombosis Vascular
Uno o mas episodios clinicos de trombosis arterial, venosa 0 en vasos pequefios, en cualquier
tejido u 6rgano. La trombosis debe ser confirmada por criterios objetivos. (Por ejemplo, encontrar
estudios de imagen apropiados o histopatologia). Para la confirmacién histopatologica, la

trombosis debe estar presente con evidencia significativa en los vasos.

2. Morbilidad en el embarazo.

(@) Una o méas muertes inexplicables del feto morfologicamente normal antes de las 10
semanas de gestacion, con morfologia fetal normal documentada por ultrasonido o
por examinacion directa del feto, o

(b) Uno o mas nacimientos prematuros de un feto normal morfol6gicamente antes de las
34 semanas de gestacién debido a: eclampsia o preclamsia severa definida de
acuerdo a los estandares o caracteristicas reconocidas de insuficiencia placentaria, o

(c) Tres o mas abortos consecutivos de manera espontanea antes de las 10 semanas de
embarazo, con anormalidades maternas anatomicas u hormonales y excluidas de

causas cromosOmicas paternales.

Criterios de laboratorio

1. Anticoagulante lupico (AL) presente en plasma, en dos 0 mas ocasiones en las Ultimas 12
semanas, detectado de acuerdo a las guias de la International Society on Thrombosis and
Haemostasis.

2. Anticuerpos anticardiolipina (aCL) isotipo IgG o IgM en suero o plasma, presente en titulos
altos 0 medios (> 40 GPL o MPL o > percentil 99), en dos 0 més ocasiones, en al menos
12 semanas medidas por un ELISA estandarizado

3. Anticuerpos anti-Bz-Glicoproteina | (aB2-GPl) isotipo 1IgG o IgM en suero o plasma (en
titulos > percentil 99), en al menos 12 semanas excepto, medidas por ELISA

estandarizado, de acuerdo a los procedimientos recomendados.
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Anticuerpos antifosfolipidos

Los aFL son un grupo heterogéneo de anticuerpos circulantes que reconocen
diferentes factores proteicos y son los responsables de las manifestaciones clinicas
del SAF.1316.21 | o5 principales anticuerpos asociados con el sindrome son: los aCL,
el AL y los aB2-GPI, siendo los isotipos G, M y A los méas frecuentes en los
pacientes.® 13 22 23 Actualmente, también se ha descrito la participacion de los

anticuerpos anti-DI de isotipo 1gG en los eventos trombéticos. % 33 42

B2-Glicoproteina-I

La B2-GPI, es el principal antigeno asociado al SAF, el cual se sintetiza
principalmente en el higado, aunque se ha encontrado el ARNm en células
endoteliales, células placentarias, neuronas y astrocitos.?* Su gen se localiza en el
cromosoma 17qg23-gter, presentando cuatro polimorfismos principales (S88N,
L247V, C306G y W316S).2° Consta de una cadena polipeptidica de 326 residuos
de aminoacidos y su peso molecular es de aproximadamente 54 kDa, donde el 20%
lo componen los carbohidratos.’ 2628 Contiene cinco dominios, los cuatro primeros
(I-1V) constituidos por dominios repetidos altamente conservados de alrededor de
60 residuos de aminoacidos unidos por puentes disulfuro denominados “Dominios
Sushi”, mientras que el dominio V es de tipo dominio Kringler (figura 1), siendo esta
caracteristica la que le permite ser agrupada en la superfamilia de proteinas
reguladoras del complemento (PRC) aunque sus funciones no cumplen con las
proteinas de este grupo, Por otro lado, el ultimo dominio (DV) consta de una region
rica en lisina (18%), la cual le otorga un caracter positivo para asi unirse a FL2%2729,

aungue la fuerza de union es relativamente baja comparada con otros factores de
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coagulacion y otras proteinas plasmaticas.?* Posee cuatro sitios N-glicosilados, tres
de ellas localizadas en el dominio Il y el restante en el dominio IV, las cuales le
otorgan flexibilidad.?®?”?° La B,-GPI, se encuentra de manera natural en el plasma
a una concentracion entre 150-300 pug/mL, en su conformacién cerrada “O”, donde
el DI interactia con el DV.*°3! Sin embargo, se puede encontrar en otras
conformaciones (J y S), siendo la méas antigénica la conformacion J, que se forma
cuando la B2-GPI se une a FL o superficies anidnicas y expone un epitopo criptico
presente en el DI, ocasionando la interaccién con los ap2-GPI, siendo estos los

generadores de las manifestaciones clinicas en pacientes con SAF (figura 2).%

26,27,31-33

Ay

B
cerr S
qr
ccrP2 %
%

Dv

Figura 1. Estructura de la 32-GPI. Marcada en azul con sus cuatro dominios repetidos altamente
conservados (CCP1-4), los puentes disulfuro pueden observarse en amarillo y las hélices en rojo,

los cuatro sitios N-glicosilados se pueden visualizar en los CCP 3y 4. ?°

15



Conformacion cerrada "O" Conformacion abierta "J"

___—Sitio de union a

o g anticuerpos
Fosfolipidos anidnicos p

LPS
Anticuerpos

v ? Il

Sitio de unidn

a anticuerpos Sitio de unidn a v

fosfolipidos Sitio de unién a
anionicos y LPS fosfolipidos
anidnicos y LPS

Figura 2. Conformacion de la B2-GPI. Equilibrio entre la conformacion cerrada “O” y abierta “J”, en la
forma O hay una interaccion entre el dominio | y V que evita la exposicion del epitopo criptico G40-

R43.%7

Su principal funcion es su capacidad anticoagulante, pero, también tiene capacidad
procoagulante en presencia de ap2-GPI patogénicos. Aungque también se ha visto
involucrada en el metabolismo de los triglicéridos, en procesos de homeostasis
como la remocién de cuerpos apoptéticos, la inhibicion del Adenosin-DiFosfato
(ADP) para la agregacion plaquetaria y la regulacion de la activacion por contacto.
Es capaz de formar multiples complejos con el Receptor tipo Toll (TLR) 2, TLR 4,
anexina A2, GPIba, miembros de la familia de receptores de LDL y LRP8 (Receptor
de proteinas de baja densidad relacionados a la proteina 8, conocida también como
Receptor 2 de apolipoproteina E). Estas interacciones pueden explicar los
mecanismos patoldgicos de los anticuerpos en pacientes con SAF. Sin embargo,
los mecanismos por los cuales la B2-GPI lleva a cabo sus funciones ain no estan
firmemente establecidos.t 27323435 En e] 2011 se encontré una interaccion entre la

B2-GPI y el lipopolisacéarido (LPS) presente en las bacterias Gram negativas
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provocando la estimulacion de la respuesta inmune celular, encontrando un
decremento de la proteina de un 25% en sujetos sanos lo que sugiere la union de

la misma al LPS.?7: 36

Anticuerpos anticardiolipina
Los aCL, reciben ese nombre porque, en un inicio se asociaba especificamente con
la interaccion a cardiolipina. Sin embargo, posteriormente se identificé que podian

unirse a otros fosfolipidos anionicos 23

, son principalmente inmunoglobulinas de
isotipos G, M y A capaces de detectar a la cardiolipina en presencia de la B2-GPI.
Es uno de los marcadores seroldogicos usados mas frecuentemente para el
diagnostico de SAF debido a que entre el 80 y 90% de los pacientes lo poseen y
esta asociado a las manifestaciones clinicas del sindrome; sin embargo, no es
exclusivo del mismo ya que pueden observarse titulos elevados en otras

enfermedades autoinmunes, infecciones o bien por la administraciéon de algunos

farmacos. 6 37

Anticuerpos antifz-Glicoproteina

Los aB2-GPI son un grupo heterogéneo de anticuerpos de isotipo G y M
principalmente, aunque también se ha observado la presencia de anticuerpos de
isotipo A en pacientes con SAF.*® El mecanismo exacto por el cual los anticuerpos
reconocen a la B2-GPI aun se desconoce; sin embargo existen fuertes hipotesis
(figura 3) que tratan de explicar el fendmeno: la teoria de dimerizacién, en la que se
forma un complejo que consta de dos moléculas de B2-GPI y un anticuerpo, esta

interaccion incrementa hasta 100 veces la afinidad de la proteina por superficies

17



anidnicas lo que le confiere mayor avidez para interactuar con otras proteinas e
inhibir su funcion, la segunda hipétesis se basa en la presencia de anticuerpos
capaces de reconocer un epitopo criptico expuesto después de que la B2-GPI sufre
un cambio conformacional ocasionado por su unién a fragmentos proteicos propios
0 ajenos, por ejemplo en la presencia de un evento infeccioso y una ultima teoria
gue sugiere que normalmente la B2-GPl circula en estado reducido,
aproximadamente un 80% y cuando la molécula pasa a estado oxidado incrementa
la afinidad de los af2-GPI siendo asi este estado el responsable en la iniciacion de

la respuesta inmune (figura 4).11 242739

Anticuerpos anti-Dominio |

Actualmente, se han descrito anticuerpos af2-GPI contra diferentes epitopos, que
abarcan desde el dominio | al V e incluso en regiones “inter-dominio”; sin embargo,
se ha demostrado en distintas poblaciones que el principal epitopo, cuyos
anticuerpos aparecen hasta en un 58% de pacientes con SAF, se encuentra en el
Dominio | en la posicion G40-R43, aunque muchos investigadores afirman que
esté epitopo reactivo se encuentra posicionado en el interdomino I-ll (A39-A43), la
presencia de estos anticuerpos de isotipo IgG se han visto fuertemente relacionados
con el riesgo de trombosis, principalmente venosa, y complicaciones obstétricas en
pacientes con SAF, aunque en general este isotipo es el de mayor correlacion con
estos eventos.10223%9-41 | os anticuerpos anti-DI de la B2-GPI tienen una alta relacion

con él AL y en conjunto son un fuerte factor de riesgo a trombosis.” 24 41
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Figura 3. Mecanismo de la B2-GPI. A) Teoria de la dimerizacion: El anticuerpo se estabiliza e
incrementa su afinidad al hacer contacto con dos proteinas de la B2-GPI. B) Teoria del cambio
conformacional: El anticuerpo se une hasta que ocurre un cambio conformacional, a su forma “S” y/o
“J”, que expone al epitopo criptico localizado en el dominio I. C) Teoria de la B2-GPI oxidada: La B2-
GPI se vuelve patogénica hasta que sus grupos tioles localizados en C32- C60 y C288-C326 se

oxidan.
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Figura 4. Equilibrio entre la forma reducida y oxidada de la $2-GPI. Su estado reducido (azul) in vivo
circula normalmente con tioles libres en las posiciones C288-C326 y C32-C60; sin embargo, al

oxidarse acontece un cambio en donde ocurre la formacién RSSR, RSOH y RSNO. 1!

Se haobservado en modelos animales que cuando los af32-GPlI, principalmente anti-
DI, se unen a la B2-GPI en las superficies celulares, el resultado es la activacion de
células endoteliales, plaquetas, monocitos, neutrdfilos, fibroblastos y trofoblasto, los
receptores con los que la B2-GPI interactia de manera natural inducen al fenotipo
protrombético y a la produccion de citocinas proinflamatorias (figura 5). Ademas,
estos anticuerpos estan asociados con el incremento del factor tisular, responsable
del inicio de la cascada de coagulacién. En general también se ha sefialado que los
aFL son capaces de activar los factores C3, C5 y C6, y ademas de manera in vitro
inducen resistencia a la proteina C-reactiva que limita el acceso de esta hacia su

sustrato (figura 6). 2°
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Figura 5. Patofisiologia de la B2-GPI asociada a trombosis. La formacion de trombos se asocia a la
presencia de aB2-GPI involucrados en un modelo “multigolpe” donde la respuesta es mucho mas
fuerte. En el primer golpe, las células inmunes, plaquetas y células endoteliales se ven afectadas por
los aB2-GPI, lo que se traduce en la activacion de mecanismos aln desconocidos. En el segundo
golpe, el complemento acelera  fuertemente la formacion del trombo.?°
LRP8: Receptor de proteinas de baja densidad relacionados a la proteina 8; MAPK: Proteina quinasa

activada por mitdgenos; NF — kB: Factor nuclear- kB; TLR: Receptor tipo Toll.
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Figura 6. Efectos de la B2-GPI en la Cascada de coagulacion. Las lineas en color azul representan
las acciones pro-coagulantes mientras que las lineas en amarillo muestran la promocion de la

fibrindlisis.

Los métodos de deteccion de los aB2-GPl son mediante ELISA dependiente o
independiente de CL con técnicas estandarizadas previamente y apegados a los
valores establecido en los Criterios de Sidney. Actualmente no existen ensayos de
ELISA comercial para la deteccién de anticuerpos anti-DI, generalmente cada

laboratorio establece un método de deteccion (con fines académicos); no obstante
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hay un inmunoensayo de quimioluminiscencia basado en el sistema BIO-FLASH
(Biokit, Barcelona, Espafia) que utiliza el DI recombinante de la B2-GPI acoplado a
particulas paramagnéticas.’® En un estudio donde se evaluaron 5 métodos
diferentes, esté inmunoensayo obtuvo un coeficiente de variacion (CV) <10% al
igual que un ensayo por ELISA directo basado en un sistema de expresion
bacteriano en placas queladas con niguel mientras que ELISA comerciales obtenian
una discrepancia frente a estos de 5% o0 mas, aunado a esto se demostrd que todos
los ensayos seguian teniendo problemas semejantes a aquellos donde se utilizaba

la B2-GPI integra.*?

Se ha discutido rigurosamente la adicion de los anticuerpos anti-DI como criterio
para el diagndstico de SAF ya que en conjunto con otros aFL pueden predecir de
manera mas certera el riesgo de trombosis y/o complicaciones obstétricas y asi
mismo podrian ofrecer el enfoque a tratamientos en pacientes con SAF 2233 sin
embargo, es necesario la estandarizaciébn de técnicas para detectar estos
anticuerpos, asi como un valor de los mismos para que puedan brindar utilidad

clinica.

Anticoagulante lUpico

El AL se define como un grupo de anticuerpos de isotipo G, My A capaces de inhibir
a la coagulacion en las pruebas dependientes de fosfolipidos: tiempo del Veneno
de vibora diluido de Russel (dRVVT, por sus siglas en ingles), tiempo de
Tromboplastina Parcial Activada (TTPa) y Tromboplastina Parcial Activada con
Kaolin (KPTT, por sus siglas en inglés), su identificacion debe llevarse a cabo por
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al menos dos de estas pruebas. Aunque en pacientes no siempre puede
identificarse debido a el tratamiento con medicamentos anticoagulantes o a la
alteracion de otros factores proteicos involucrados en la cascada de coagulacion
como el Factor VIII o la proteina C-reactiva que pueden dar resultado falso-
negativos o falso-positivos. In vivo posee una actividad procoagulante, la cual ha
sido fuertemente asociada a eventos tromboéticos y perdidas fetales.'3? Estos
anticuerpos generalmente estan presentes en enfermedades autoinmunes como

LEG y SAFP; sin embargo, también han sido identificados en la poblacion normal.?®

Otros anticuerpos asociados a SAF

Actualmente se han descrito otros anticuerpos que pueden ayudar junto con los
anteriores al prondstico y diagnostico del SAF, un ejemplo de estos son los
antifosfatidilserina/protrombina (aPS/PT). Siendo un grupo de anticuerpos de isotipo
G y M que actian contra el complejo fosfatidilserina-protrombina y que en los
ultimos afios han reportado una alta asociacion con trombosis arteriales y
principalmente venosas, ya que existe un riesgo elevado (entre 3 a 18 veces) de
presentar trombosis. Ademas, tiene una alta correlacién con AL, por lo que se ha
sugerido la inclusién de estos anticuerpos en el criterio de SAF, ya que pueden ser
una alternativa del AL en pacientes con tratamientos anticoagulantes.*® Por otro
lado, existen también anticuerpos contra Anexinas, proteina C-reactiva, FXI, FXII,
gue estan presentes en pacientes con SAF, pero que aun se desconoce su

relevancia clinica.'® 22 4!
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Planteamiento del problema

Los anticuerpos contra los diferentes epitopos encontrados en los Dominios (I-V) de
la B2-Glicoproteina | estan relacionados con el sindrome de antifosfolipidos y sus
manifestaciones clinicas, principalmente contra el Dominio I; es por ello que se
pretende desarrollar y estandarizar un ELISA de DI, para determinar la reactividad
de los anticuerpos anti-DI de la B2-Glicoproteina | en la poblacién mexicana y su

posible relevancia clinica.

Pregunta de Investigacion
¢ElI ELISA casero anti-DI desarrollado, tendra utilidad clinica en pacientes con SAF

de poblacion mexicana?

Hipotesis
La estandarizacion de un ELISA casero para anti-DI, permitira detectar anti-DlI

relacionados con eventos trombaéticos en pacientes mexicanos con SAF.

Objetivos
e Expresar y purificar el DI de la B2-Glicoproteina | clonada en cepas HB-DI
e Estandarizar el método de deteccion por ELISA para los anticuerpos contra
el DI-B2GP!I

e Validar el ELISA casero para la deteccién de los anti-DI-B2GPI
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Material y métodos

Disefio de estudio

Estudio experimental.

Universo

Sujetos sanos

Se incluyeron sujetos sanos donadores del banco de sangre del INCMNSZ, y que
no tuvieran alguna manifestacion clinica de enfermedad autoinmune o de otra
indole, se eliminaron aquellos sujetos que no llenaran bien los datos de valoracion
o bien que dieran positivo a la deteccion de anticuerpos de alguna enfermedad
infecciosa y no sean candidatos a donar sangre.

Pacientes

Se incluyeron pacientes con SAF que cumplieran los criterios de Sidney®y que no
presentara una o mas enfermedades autoinmunes diferentes a SAF, se eliminaron
a los pacientes que no aceptaran el consentimiento informaron o que no tuvieran el

historial clinico completo.

Variables
Independientes: Dominio | de la B2-Glicoproteina | recombinante

Dependientes: Anticuerpos aDI-B2GPI
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Técnicas
e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
e Electroforesis
e Expresion de proteina mediante IPTG en bacterias HB-DI
e Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)
e Tincion de plata
e Western Blot
e Electroelucion pasiva
e Cuantificacion de proteinas por el método de acido bicinconinico

e Ensayo de Inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Procedimiento

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se tomaron cepas E. coli HB2151 transformadas con el vector pCANTAB 5 que
contiene el inserto del DI (residuos de aminoécidos del 1-70) (HB-DI).
Posteriormente mediante el kit de PCR Invitrogen (Sigma-Aldrich. Missouri, EUA) y
de acuerdo a las especificaciones del fabricante se realiz6 una amplificacion con las
siguientes condiciones 95°C 2 min un ciclo; 95°C 20 seg, 54°C 30 seg, 72°C 30 seg,
35 ciclos; y 72°C 5 min un ciclo, utilizando los oligonucleétidos (Forward DIF-1 5°-
AAT CGG AAT TCATTT CTC CAG TGC TCA TCT TGT TCT-3" y Reverse DIR-1
5"-CAT CAT GCG GCC GCC CAG CAAAAG GACATACTCT-3") y el termociclador
Corbett modelo RG-6000 (Sydney, Australia) utilizando el programa Roto-gene
6000 version 1.7 para verificar la existencia del inserto. La banda se visualiz6 en un

gel de agarosa al 1.0%
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Expresion de proteina en bacterias HB-DI

Las cepas HB-DI se sembraron en una placa con medio SOBAG-N a 30° C toda la
noche. Se transfirio una colonia del medio a un tubo con 5 mL de medio 2xYTAG y
seincubo toda lanoche a 30° C, al dia siguiente se afiadié el cultivo a un tubo conico
con 30 mL de medio 2xYTAG y se incubo por 1 hora a 30°C. El cultivo se centrifugo
a 3500 rpm durante 20 minutos y se removié el sobrenadante. Las HB-DI se
resuspendieron con 50 mL de medio 2xYTAI y se incubaron por 3 horas a 30°C para
después centrifugarse por 20 minutos a 3500 rpm. Se removio el sobrenadante y se
resuspendieron con 1 mL de PBS, para después realizar 2 lavados. Las HB-DI se
resuspendieron con 500uL de 1XTES frio y posteriormente se afiadié 750 uL de 1/5
TES frio lentamente. El tubo se mezcld en el vortex por un minuto y posteriormente
se incubo en hielo por 30 minutos. El microtubo se centrifugo por 10 minutos a 12000
rpm y se obtuvo el sobrenadante (periplasma) en un microtubo nuevo, finalmente
se guardod a -20 °C hasta su uso. El periplasma se corrié en un gel de poliacrilamida

(PAGE) al 12 %.
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Tincién de plata

El PAGE se lavé durante 5 minutos con agua destilada y se incub6 a temperatura
ambiente por una hora en una solucion de acido tricloroacético (59/25 mL).
Posteriormente, se dejo reposar durante una noche en una mezcla de etanol/acido
acético (proporcién 4:1:5 etanol/acido acético/agua destilada). Al dia siguiente, se
incubd el gel en una nueva solucion de etanol/acético durante 30 min en agitacion
y se lavé 2 veces con agua destilada por 20 minutos, se afadié glutaraldehido al 10
% por 30 minutos en agitacion, se realizaron 3 lavados con agua destilada por 20
minutos cada uno. Se adicion6 25 mL de una solucion de plata (5.26 mL de NaOH
al 36%, 0.1 g de AgNOs3 y <500 pL de NH4OH) durante 15 minutos. Se lavo el gel 3
veces durante 5 minutos con agua destilada, y se le adiciono 25 mL de la solucion
reveladora (125 mL de &cido citrico y 13 yL de Formaldehido), la tincién se detuvo
cuando se visualizaron correctamente las bandas mediante una mezcla de

etanol/acético y se hidrato con agua destilada durante 5 minutos.

Identificacion del DI

Electroinmunotransferencia

La transferencia se realizé en una camara semihumeda a 20 V durante 25 minutos
(Transblot-SD Semi-dry transfer cell, Biorad, EUA), posteriormente la membrana se
bloqued con leche al 3% en PBS-tween al 0.05 % (LPBST) durante una hora a 37
°C, y se anadio6 suero diluido 1:100 de paciente positivo a 32GPI en LPBST durante
2 horas a 37°C, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-tween
0.05% (PBST). Se adicioné anti-lgG humana conjugado con fosfatasa alcalina

(dilucién 1:5000) en solucién de LPBST y se incub6 a 37 °C por 1 hora, la membrana
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se lavo por 10 minutos en PBST en 3 ocasiones. Se revelaron las bandas mediante

una solucion del sustrato Fast-Red en Buffer de fosfatos.

Purificacién del DI

Electroelucion pasiva

Se purifico la proteina mediante electroelucién pasiva, una vez realizado el PAGE
al 12% se cort6 la banda donde de DI y se transfirié a un tubo nuevo con buffer de
electroforesis, se dejo reposar a 4°C durante 48 horas. Se recolect6 el buffer y se
fragmento el gel con la ayuda de un fragmentador de geles Ultrafree-DA (Millipore
Corporation. Massachusetts, EUA) el sobrenadante obtenido se sometié a dialisis
por 36 horas y se realizé un PAGE para verificar que en la solucion se encontraba
la proteina de interés, se cuantifico la proteina mediante el método de &cido

bicinconinico de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Estandarizaciéon del ELISA

Se sensibilizo una placa de 96 pozos de alta-uniéon (Costar) con la proteina
purificada a diferentes concentraciones, 0.01, 0.05, 0.1, 0.15 y 0.2 pg del DI en
buffer de carbonatos cpb 50 pL por pozo y se incub6 toda la noche. La placa se
bloqued con Albamina al 1.5% en PBS (APBS), durante 1 hora y se afiadio el suero
de un paciente diagnosticado con SAFP y con titulos elevados de anticuerpos
aB2GPI, a diferentes diluciones, 1:50, 1:100 y 1:200 en APBS, durante 1 hora a
37°C, se realizo 3 lavados con PBST y se adicion0 un anticuerpo antihumano

conjugado con fosfatasa alcalina a una dilucion 1:5000 en APBS y se incubd por 1
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hora a 37°C, la placa se lavo 3 veces con PBST y se adicion6 p-nitrofenil fosfato en
amortiguador de dietanolamina como sustrato durante 1 hora a 37°C, las lecturas
se obtuvieron a 405 nm en un lector de ELISA (TECAN, Sunrise). La curva 4PL se

realizé con el programa Four Parameter Logistic Curve (MyAssays).

Ensayo de Inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se sensibilizé una placa de 96 pozos con la proteina purificada durante toda una
noche a 4°C a una concentracion de 0.01 pg/pozo en Buffer de carbonatos, al dia
siguiente serealizé 3 lavados con 300 pL de PBST y se bloque6 con APBST durante
1 hora a 37°C, seguido de esto la placa se lavé 3 veces con PBST. Se afiadio los
sueros (Dilucién 1:100 en APBS) y se incub6 1 hora a 37°C, se lavo la placa 3 veces
con 300 pL de PBST. Posteriormente, se afiadio 100 pL del conjugado (IgG
Humana-Fosfatasa Alcalina, dilucién 1:2500 en PBST) y se incub6 por una hora a
37 °C. Serealizaron 3 lavados con 300 yuL de PBST. Como siguiente paso se afiadio
a cada pozo 100 pL de sustrato (1 tableta de p-nitrofenil fosfato en 5 mL de
amortiguador de dietanolamina), 30 minutos después la placa se leyéo en un

espectrofotometro a 405 nm.

Anélisis estadistico
Los resultados se analizaron mediante U de Mann-Whittney, Chi-cuadrada, Curvas
ROC, segun fuera conveniente, en el programa SPSS (IBM SPSS Statistics 20) y

GraphPad Prism (GraphPad Prism 8.0.1).
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Resultados

Sujetos sanos

Se obtuvieron 38 sujetos sanos, el 53% mujeres, con edad promedio de 34.5+ 11.5

afos y no presentaron manifestaciones clinicas de alguna enfermedad al momento

de la toma de muestra, también fueron negativos para los distintos anticuerpos

evaluados. Para los pacientes, el 75% fueron mujeres, con una edad promedio de

45.3 + 15 afios, con 9.5 + 6.5 afios de tiempo de evolucion de la enfermedad,

presentaron anticuerpos aCL positivos (79% IgG y 87% IgM), aB2GPI positivos (81%

IgG y 80% IgM), AL positivo (70%) y aPS/PT IgG positivo (61%) (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas generales de sujetos sanos y pacientes

Sexo femenino, n(%)
Edad, afios prom. = DE

Evolucién de la enfermedad,

afios prom + DE
aCL IgG, n(%)
aCL IgM, n(%)
ap.GPI IgG, n(%)
ap.GPI IgM, n(%)
AL, n(%)

aPS/PT 1gG, n(%)

Sujetos sanos (n=38)
22 (53)

345+115

0

0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

0(0)

29 (75)

453 15

9.5+6.5

32 (79)
35 (87)
33 (81)
32 (80)
28 (70)

25 (61)

Pacientes con SAF (n=40)
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Estandarizacion de ELISA para anticuerpos aDI-B2GPI

Se verificd la presencia del inserto de DI en las colonias HB-DI mediante PCR,
obteniendo un fragmento de aproximadamente 278pb (Figura 7), que es
aproximado con el tamafio deseado de 260 pb, de acuerdo a lo reportado en la base
de datos GenBank (datos no mostrados). Posteriormente las bacterias HB-DI se
estimularon con IPTG para la expresion de DI, observando incremento en una

banda de aproximadamente 19 kDa en 3 de 4 clonas probadas (Figura 8).

PM D-l D-lI D-llI D-IV D-V

1000 pb

700 pb
500 pb

=278 pb
200 pb

Figura 7. Verificaciéon del inserto en bacterias HB-DI en un gel de agarosa al 1.5%, la visualizacion

de la banda se realiz6 con BrEt.
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Clona Clona Clona Clona
2 3 4 5

=19 kDa

Figura 8. Expresion del DI en bacterias HB-DI en PAGE al 12%; PM= peso molecular; CN= control

negativo; CP= control positivo.

La banda identificada como DI se purific6 mediante electroelucion pasiva
obteniendo una concentracion de 0.067 pg/ mL (Figura 9A) y se identificd el DI

mediante western blot (figura 9B).
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DI 18 kDa

18 kDa

Figura 9. A) Purificacion del DI, verificacion por medio de una tincion de plata en gel de poliacrilamida
(PAGE) al 12%; PM= peso molecular; F=fluido; B= amortiguador de elucién; E1=eluido 1; E2= eluido
2; y E3= eluido 3. B) Verificacion de la proteina DI de la B2-GPI con anticuerpos af2-GPI mediante

Western Blot; PM= peso molecular, E1= eluido 1 y E2= eluido 2.

La estandarizacion de la curva 4PL

Una vez encontrando la concentracion optima de DI (0.01 ug/mL), se realizé la
estandarizacion de curva 4PL con diferentes diluciones de un suero con titulos
elevados de anticuerpos aB2-GPI, la curva resultante presenté una R? de 0.9977
(figura 10) obteniendo en la concentracién mas baja (10 UA) una absorbancia de

0.1y en la mas alta (300 UA) una absorbancia de 1.55.4°4¢
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0
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Figura 10. Curva 4PL Estandarizacion de Curva Estandar en ELISA. (R?= 0.9977)

Después de estandarizar el ELISA, se realizo la deteccion de anticuerpos aDI-B2GPI
en 38 sueros de sujetos sanos y 40 sueros de pacientes diagnosticados con SAFP.
Los sujetos sanos mostraron menor presencia de anticuerpos aDI-B2GPI
comparada a los pacientes con SAFP (sujetos sanos, Me=13.15 RI [11.05-18.25] vs

pacientes con SAFP, Me=31.95 RI [21.28-41.80]; p < 0.0001) (Figura 11)°.
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Figura 11. Anticuerpos anti-DI de la B2-GPI. Anticuerpos contra el Dominio | en sujetos sanos y en

Pacientes con SAFP, medidos en unidades arbitrarias (UA)

Posteriormente se realiz6 una Curva ROC para establecer el punto de corte (valor
de referencia) y diferenciar entre resultados positivos y negativos para la prueba de
anticuerpos aDI-B2GPI (figura 12). Se establecio el punto de corte para en > 20.45

UA con una sensibilidad de 82.5% y especificidad de 84.21%.
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Figura 12. Curva ROC para Anticuerpos anti-DI de la B2-GPI. Area bajo la curva de 0.8651. (p<

0.0001).

Para asegurar la efectividad del método, se compararon los resultados obtenidos
del ELISA de los pacientes con SAFP y los obtenidos por la técnica de
guimioluminiscencia (Bioflash), encontrando que no existe correlacién entre estos

meétodos (R=- 0.008705) (figura 13).
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ELISA

ml
1

BIOFLASH

Figura 13. Comparacion de resultados de anticuerpos aDl de la B2GPI. Comparacion entre los
resultados obtenidos para anticuerpos aDI-B2GPI en 24 pacientes con SAFP utilizando correlacion

de Spearman (R=-0.008705).

Sereviso el historial clinico de 26 pacientes con SAFP para buscar la relacion6 entre
la presencia de anticuerpos aDI-B2GPI y eventos trombaticos, se encontré que 15
pacientes (75%) con anticuerpos aDI-B2GPI positivos presentaron trombosis, y solo
5 (25%) no presentaron trombosis, por su parte en los 6 pacientes negativos contra
aDI-B2GPI solo 3 (50%) presento trombosis (figura 14), pero no hubo una diferencia
significativa. Por otro lado, cuando se analiz6 por el tipo de trombosis, se encontrd
gue 13 pacientes (81%) con aDI-B2GPI positivo presentaron trombosis venosa y 3
trombosis arterial (19%), por su parte los pacientes con aDI-B2GPI negativo todos

(100%) presentaron una trombosis venosa (figura 15).
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Figura 14. Relacién entre los eventos trombadticos en 26 pacientes con SAFP y la presencia de aDI-

B2GPI detectados mediante ELISA.
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Figura 15. Relacion entre el tipo de evento trombotico en 19 pacientes con SAFP y la presencia de

aDI-B2GPI detectados mediante ELISA.
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Al buscar la relacion entre anticuerpos aDI-B2GPI con los anticuerpos ap2GPI 1gG,
12 pacientes (60%) con anticuerpos aDI-B2GPI positivo presentaron anticuerpos
aB2GPI 1gG positivos, mientras que el restante (40%) fueron af2GPI negativos. Por
su parte, 5 pacientes (83%) con aDI-B2GPI negativo fue ap2GPI positivo (Figura 16).
Mientras que, solo 4 pacientes (20%) positivos para aDI-B2GPI presentaron
anticuerpos aB2GPI IgM positivo y 16 (80%) tuvieron a2GPI IgM negativo (figura

17).
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Figura 16. Relacion entre los resultados de 26 pacientes para anticuerpos af2-GPI isotipo IgG y aDI-

B2GPI detectados mediante ELISA.
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Figura 17. Relacion entre los resultados de 26 pacientes para anticuerpos af32-GPl isotipo IgM y aDI-

B2GPI detectados mediante ELISA.

Para el caso de los anticuerpos aCL, de los pacientes con aDI-B2GPI positivo 11
(55%) fueron positivos para aCL IgG y 9 (45%) fueron negativos para aCL IgG,
mientras que de los pacientes con aDI-B2GPI el 50% (3) fueron positivos para aCL
IgG (Figura 18). Por su parte, cuando vemos el caso de los aCL IgM observamos
que el 70% (14) presentan aDI-B2GPI positivo y aCL IgM negativo, solo 6 (30%)

tiene ambos anticuerpos positivos (Figura 19).
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Figura 18. Relacién entre los resultados de 26 pacientes para anticuerpos aCL isotipo IgG y aDlI-

B2GPI detectados mediante ELISA.
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Figura 19. Relacion entre los resultados de 26 pacientes para anticuerpos aCL isotipo IgM y aDI-

B2GPI detectados mediante ELISA.
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Al buscar la relacion de los aDI-B2GPI con él AL, se encontré que 16 pacientes
(84%) presentaron positividad para ambos marcadores y solo 3 (16%) tuvieron AL
negativo. De los pacientes con aDI-B2GPI negativo solo 2 (40%) presentaron AL

positivo (Figura 20).
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Figura 20. Relacion entre los resultados de 24 pacientes para AL y aDI-B2GPI detectados mediante

ELISA.

En el caso para los anticuerpos aPS/PT, 12 pacientes (60%) con aDI-B2GPI
positivos presentaron anticuerpos aPS/PT IgG y solo 8 (40%) fueron aPS/PT
negativo (Figura 21). Observandose un caso similar para aPS/PT IgM donde 13
pacientes (65%) con aDI-B2GPI positivo también fueron aPS/PT positivo y el

restante (35%) fue aPS/PT negativo (Figura 22).
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Figura 21. Relacidn entre los resultados de 25 pacientes para anticuerpos aPS/PT isotipo IgG y aDI-

B2GPI detectados mediante ELISA.

25=

20—

15— mE aPS/PT IgM Negativo

= aPS/PT IgM Positivo

10

Numero de pacientes

Positiva Negative
aDI-p,GPI

Figura 22. Relacion entre los resultados de 25 pacientes para anticuerpos aPS/PT isotipo IgM y aDI-

B2GPI detectados mediante ELISA.
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Posteriormente, buscamos la relacidén entre dos o mas anticuerpos con la presencia
de trombosis, encontrando que 10 pacientes (83%) que tiene aDI-B2GPIl y aB2GPI
positivo, 9 pacientes (81%) con aDI-B2GPI y aCL positivo, 12 pacientes (75%) con
aDI-B2GPI y AL positivo, 11 pacientes (92%) con aDI-B2GPl y aPS/PT positivo, 9
pacientes (90%) con aDI-B2GPI, aB2GPI, aCL y AL positivos, y 10 pacientes (100%)
con aDI-B2GPI, aB2GPI, aCL, AL y aPS/PT positivo presentaron al menos un evento

trombdético (figura 23).
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Figura 23. Relacion entre los eventos trombdticos de pacientes con SAFP y sus resultados para
diferentes anticuerpos antifosfolipidos en combinacion con anticuerpos aDI-B2GPI detectados

mediante ELISA.
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Discusién

En la ultima década los anticuerpos aDI-B2GPI han cobrado gran relevancia en el
diagnostico del SAF y se han sugerido que entren en los criterios del mismo
debido a que se ha observado su presencia en mas de la mitad de los pacientes
con SAF junto con estudios que demuestran su relacién a eventos trombdéticos de

tipo venoso, los principales estudios que muestran esta relacion son en poblaciones

caucasicas, pero se desconoce su utilidad en otras poblaciones. 22334142

Actualmente, existe un desafio en la estandarizacion de un método de deteccion
para estos anticuerpos. Por ello, se han estado disefiando multiples procedimientos
caseros, si bien existe un método estandarizado de deteccién de anticuerpos aDI-
B2GPI por quimioluminiscencia (BIOFLASH), que es el kit comercial méas confiable
para la deteccion de los mismos. Sin embargo, es importante resaltar que el valor
monetario de este método no siempre es rentable para los laboratorios, debido
principalmente al costo del equipo, es por ello, importante estandarizar un ELISA
casero que permita estudiar estos anticuerpos y conocer si tienen importancia

clinica en la poblacion mexicana.

Para disefiar el método, fue necesario partir desde la expresion. Se utilizaron cepas
de HB-D1 que contienen el inserto para producir DI de la B2-GPI. La expresion se
realiz6 de acuerdo a lo establecido por Colorado A. permitiendo encontrar las
condiciones 6ptimas para obtener un mejor rendimiento. Aunque después de la

purificacion por electroelucién, se observé una disminucion en la cantidad esperada,
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posiblemente a que la una gran cantidad de proteina fue retenida en el gel. (Ver

figura 9)

Una vez purificado el DI de la B2-GPI, se comenzd con la estandarizacion del ELISA,
mediante el uso de un tablero, que combina diferentes concentraciones del antigeno
con distintas diluciones del anticuerpo para conocer las condiciones adecuadas de
antigeno, dilucion del anticuerpo, solucion de bloqueo y tiempos de incubacion.

Una vez establecida las condiciones (0.1ug/mL de antigeno con una dilucion 1:100
de suero) se realizo el disefio de la curva de calibracion utilizando el método de 4
pardmetros (4PL), ya que por factores inherentes a los sueros no se recomienda
utilizar otro tipo de curva. En la 4PL los pardmetros que se miden son el punto
minimo, el punto maximo, el punto de inflexion y el coeficiente de la meseta

permitiendo asi generar un método cuantitativo. 4°4°

Para establecer el punto de corte (valor de referencia), se utiliz6 una curva ROC
(Receiver Operating Characteristic Curve, por sus siglas en ingles). Siendo esta
curva la mejor para obtener los puntos de corte, ya que tiene los siguientes
propositos: determinar el punto de corte en donde se encuentra la mejor sensibilidad
y especificidad clinica, es decir, da la capacidad para diferenciar entre sujetos sanos
y enfermos, dando valores como escalas contintias.*’ Obteniendo un punto de corte
de > 20.45 UA (sensibilidad 82.5% y especificidad 84.21%). Aunque hay que tomar
en cuenta que el nimero de sujetos sanos fue menor a lo recomendado por las

guias “8*° donde se propone un nimero de 120 sujetos sanos, pero, debido a que
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es necesaria una evaluacién mas exhaustiva para determinar si los sujetos estan
realmente sanos (tabla 2), por ello, se utilizé un nUmero pequefio de muestra.

Después de determinar el punto de corte se evalud el suero de pacientes que
cumplieran los criterios para SAF, se encontrd la presencia de anticuerpos aDI-
B2GPI en pacientes con SAFP mexicanos en contraste con los sujetos sanos
(p<0.0001), observando este mismo resultado en otras poblaciones 22334! que

podria dar argumentos para su utilidad en los criterios para el diagnéstico de SAF.

Para corroborar la eficiencia y eficacia del método disefiado en el laboratorio, se
correlacionaron los resultados de 24 pacientes con SAFP obtenidos mediante el
ELISA casero y por los obtenidos por quimioluminiscencia, Se observdé una
discrepancia entre ambos métodos (R = -0.008705). Hay que considerar que la
sensibilidad alcanzada por el método de quimioluminiscencia es mayor al ELISA;

sin embargo, este Ultimo es un método mas rentable.

Posteriormente, no se encontré relacion estadisticamente significativa relaciéon entre
los eventos trombaticos y la presencia de anticuerpos aDI-B2GPI, como se descrito
anteriormente en otras poblaciones 22334142 pese a este hallazgo y por la cantidad
de pacientes en la cohorte, se puede observar una tendencia, puede indicar una

relacion con una trombosis de tipo venosa.

Como informacion adicional se revisd si existe relacion entre otros anticuerpos
caracteristicos de SAF y los anticuerpos aDI-B2GPIl. Se encontré que la presencia

de anticuerpos aDI-B2GPI es independiente a la presencia de aFL (anticuerpos ape-
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GPI 1gG e IgM, aCL IgM, y, sin embargo, un punto importante es la cantidad de
pacientes que se evaluaron, es por ello, necesario ampliar la cohorte se podria dar
de manera mas precisa las posibles relaciones entre ellos. Al buscar la relacién con
los aCL IgG, aPS/PT IgG e IgM, se encontr6 una posible relacion, ya que
presentaron una tendencia no significativa con estos anticuerpos, esto podria
reforzar la teoria en la que le cambio conformacional de la B2-GPI es la causal de la
produccion de autoanticuerpos en pacientes con SAF. Debido a que el epitopo
criptico del DI, se encuentra protegido ya sea por el dominio V (forma circular) o por
los carbohidratos del dominio Il y IV (forma S) y una vez que se unen a un

compuesto de carga negativa cambian su conformacion a la forma J. 1-26:27:30-33

Se ha descrito la teoria de dobles, triples y hasta cuadruples positivos de aFL en
SAF pueden pronosticar un evento trombotico, por lo que en 2012 se disefid un
método de puntaje con el mismo objetivo, demostrando que los anti-DI podrian
afadirse a sus observaciones para mejorar la prediccion de dichos eventos. 3

Se observo en este estudio que al afiadir la presencia de aDI-B2GPI a los aFL se
puede pronosticar un evento trombdético, lo que refuerza la idea de ampliar una
cohorte para encontrar la relacion entre estos; es decir la adicion de los anticuerpos
aDI-B2GPI podria ayudar al prondstico de pacientes con SAF, esto fue demostrado
en 9 pacientes que poseian anticuerpos af2-GPI, aCL, aPS/PT y aDI-B2GPI, todos
presentaron un cuadro trombotico. es necesario recordar que anteriormente se ha
identificado que poco tiempo antes de que ocurra la trombosis suelen bajar los
titulos de anticuerpos en los pacientes, por lo que encontrar una relacion estrecha

entre el titulo y / o presencia de aFL podria dar un giro en el mecanismo por el cuél
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atraviesa un paciente antes de presentar el cuadro clinico.® Por ello el estudio para
disefio de nuevos métodos especificos permitirdn un mejor diagndéstico y prondstico

para las enfermedades autoinmunes.

Conclusiones

e Se estandarizacion y valido el ELISA para la deteccién de anticuerpos aDI-
B.GPI.

e Los pacientes con SAFP presentan titulos elevados de anticuerpos aDI-B2GPI.

e Nose encontré correlacion entre latécnica de ELISA casera para los anticuerpos
aDI-B,GPl y la técnica por quimioluminiscencia para aDI-B2GPI (Bioflash).

e Los pacientes con anticuerpos aDI-B2GPI positivos presentan al menos un
evento trombdético, principalmente trombosis venosa.

e No se encontr6 relacion entre los anticuerpos aDI-B2GPI positivo con aB2GPI
lgG, aB2GPI IgM, aCL IgM y AL.

e Existe una posible relacion entre los pacientes con anticuerpos aDI-B2GPI y los
aCL IgG, aPS/PT IgG e IgM.

e La presencia de dos 0 mas anticuerpos puede condicionar la aparicién de un

evento trombaético.
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