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“ANTICUERPOS MONOCLONALES EN CONTRA DE EST
LIPIDICAS DIFERENTES A LA BICAPA DE MEMBRANAS CELULARES;%R&HO
DEFINIR ESTADOS FISIOLOGICOS EN DIFERENTES TIPOS q;ELLLAL}\ﬁEﬁyé
PARA LA DETEGGION DE ANTIGUERPOS ANTIPARTICULAS LIPIDICAS T8l
PRESENTES EN INDIVIDUOS Y/O ANIMALES CON ALGUNAS
ENFERMEDADES RELACIONADAS CON ANTICUERPOS

ANTIFOSFOLIPIDOS”

CAMPO DE LA INVENCION - ~ -

La presente invencion esta relacionada con la obtencién de hibridomas
productores de anticuerpos monoclonales que reconocen lipidos, y mas
particularmente, con la obtencién de anticuerpos monoclolnales en contra de
estructuras lipidicas’ diferentes de la bicapa asi como con su uso para determinar
Ig presencia de estas estructuras en estados fisiolégicos particulares de algunas

células, y en un sistema de deteccion de anticuerpos anti-particulas lipidicas en

muestras de individuos con enfermedades relacionadas con la presencia de

anticuerpos ant_ifosfolipidos".

ANTECEDENTES DE LA INVENCION |

Existen en el estado de la técnica diversos estudios en los que se
puede encontrar evidencia de anticuerpos que reconocen lipidos.
Por ejemplo, se han detectado en el suéro de enferh*uoé del sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos, como lo describieron Asherson y col. en su libro "El
Sindrome Antifosfolipido” en 1996 (CRC Press, Boca Raton). De igual manera, se

han obtenido en animales que fueron tratados experimentalmente con lipidos por
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inmunizacién activa, de acuerdo con lo descrito por Alvmg el

Biophys. Acta 1113:307-322), o bien, en animales que recibieron a aﬁl';ttﬁo
exicano

antifosfolipidos por inmunizacién pasiva, como lo descrlbleron Tlﬁ[':alila)fj ShgdRdrd
c Industria!
en 1996 en el libro arriba mencionado.

Los anticuerpos anti-lipidos se han clasificado en dos grupos de
acuerdo con el método que se emplea para su determinaciéon. Estos grupos son
anticuerpos anti-cardiolipina y anticuerpos anti-coagulantes.

Los anticuerpos anti-cardiolipina se detectan por métodos en donde el
antigeno lipidico, la cardiolipina, es inmovilizado en una fase sélida, segin lo

describieron Harris y col. en 1985 (Clin Rheum. Dis. 11:591-608), como pueden ser

por ejemplo los ensayos inmunoenzimaticos de fase sdlida y el radio inmuno

ensayo, mejor conocidos por sus siglas en inglés respectivamente como ELISA

(enzyme-linked immunosorbent assay) y RIA (radioimmuno assay), los cuales han
sido ampliamente utilizados en la técnica anterior.

Por lo .que se refiere a los anticuerpos anti-coaguiantes, éstos se

detectan por métodos en los que se mide in vifro un aumento en el tiempo de

coagulacion de muestras de plasma sanguineo, de acuerdo con lo establecido por
Bevers, et. al. en 1991 (Thromb. Hatarﬁost. 66:629-632), como los métedos de
tiempb de trombop!astiha parcial activada (TTPA), de tiempo de coagulacion de
Russeli, de proteina C y de Proteina S, entre otros. En estas pruebas, los
anticuerpos anticoagulantes 'se unen al lipido fosfatidiletanol-amina, que es un
factor intermediario en la cascada de coagulacién, por lo que al disminuir la
concentracién de este lipido, por ia reaccion inmune, se aumenta el tiempo'én que
ocurre dicha coagulacion.

Por lo que se refiere a los anticuerpos anti-cardiolipina, éstos tienen la
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fosfatldllserlna y eI fosfatidilglicerol. Debido a esta falta de especn‘" cnda ;ﬁs ﬁto

anticuerpos antes mencionados en genel:al se les conoce co Tl gano
p %@ ”{}éﬁg@ ad

antifosfolipidos. - . ' Industria)

s

También se han detectado anticuerpos contra fosfatidiletanolamina en

el suero de enfermos del sindrome de antifosfolipidos, asi como anticuerpos

contra fosfatidilcolina en enfermos que presentan anemia hemolitica, como lo
describieron Sugi y Mcintyre (Blood 86:3083-3089) y Arvieux y col. (Thromb.
Haemost. 74:1120-1125), respectivamente, en 1995.

Por otra parte, algunos estudios han demqst'rado que [a union de los

anticuerpos antifosfolipidos al antigeno lipidico aumenta en presencia de una

proteina plasmatica. Por ejemplo, en‘ 1990, McNeil y sus colaboradores

determinaron que la unién de anticuerpos a la cardiolipina éumenta en presencia
de la Bo-glicoproteina o apoproteina H (Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87:4120-
4124).

Adicionalménte, algunos anticuerpos anti-cardiolipina se unen
directamente a Ps-glicoproteina, como lo describieron Roubey y col. en 1995 (J.
immunol. i54:954—960). |

Lo anterior sugiere que ios‘ anticuerpos anti-cardiolipina pueden

reconoccer un epitopo en la Bp-glicoproteina que se expone en el complejo

Boglicoproteina-cardiolipina, y que también se unen directamente con la

B.glicoproteina, pero con muy baja especificidad, de acuerdo con Pengo y col.
(1995, Thromb. Haemost. 73:29-34).
De acuerdo con los diversos estudios reé.lizados, se puéde concluir que

la unidn de anticuerpos antifosfolipidos con otros antigenos lipidicos también esta
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asociada con proteinas. Sugi y Meintyre (op. cit., 1995) encorjiréirg

proteinas llamadas cininégenos estan involucradas en la unién de anticusrp
1

Huto

fosfatidiletanolamina, mientras que proteinas que se unen a fosfa%@él?gr' ?ggé%ggng
' = ; a

. « / \ .
como protrombina, proteina C, proteina S y anexina V, han sido implicad%’%ﬁﬁﬁﬁ‘la!

unién de anticuerpos anti-coagulantes, segun lo establecido en 1994 por
Nakamura y sus colaboradores (Biochem. Biophys. Res. Commun. 205:1488-
1493), asi como por Roubey (Blood 84:2854-2867). Estos estudios indican-que el |
antigeno de algunos anticuerpos antifosfolipidos es realmente un complejo
formado por fosfolipidos y proteinas especificas. Sin embargo, en otros estudios
se hah identificado anticuérpos anti-qardiolipina due no requieren de Ba-

glicoproteina en su reaccién con la cardiolipina por el método ELISA. Tales

.estudios fueron realizados por McNeil y sus cotaboradores eﬁ 1989 (Br. J.

Haematol. 73:506-'513), asi como por Pengo y Biasiolo en 1993 (Thromb. Res.
72:423-430). | |

PorJ otra parte, anticuerpos ant_i-cérdiolipihé, purificados por
cfomatograﬁa de afinidad, no presentan actividad anti-coagqlénte (McNeil y col.,
1989; Shi y col, 1993, Blood 81:1255-1262), aunque otros estudios han
démostrado que‘ ambos tipos de anticuerpos son removidds por absorcién éon
cardiolipina (Pengo y Biasiolo, 1993; Pieréngeli, 1993, Br. J. Haematol. 85:124-
132). |

En general de los estudios anteriormente mencionados, se puede
observar que los anticuerpos antifosfolipidos que se han descrité en .eﬁfermos
humanos y en animales de experimentacion, tienen una especificidéd hacia los

antigenos lipidicos muy variada; lo cual podria atribuirse a los métodos de

deteccion de dichos énticuerpos,
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en la naturaleza Por consecuencia, ep los antigenos hpldlc ugh ef*iﬁ
de 1% ropiedad

utilizado, los fosfolipidos se encuentran unidos a soportes sélidos artrﬂcnaié’éﬁ&ﬁﬁda‘

en los casos de ELISA y RIA, o bien, en una asociacién molecular que no esta
caracterizada completamente, como en las pruebas de aumento del tiempo de
coagulacion.

Existen muy pocos estudios en los que se ha con_siderado la estructura
rholecular de los fosfolipidos al emplearios como antigenoé. Por ejempio, los
trabajos de Rauch y col. de 1989 y en 1998 (Throm'b Haemost. 62:892-896 y
Thromb. Haemost. ‘80:936-941 respectlvamente) y Berard y col. (J. Lab. Clin.
Med., 1993 122:601-605), encontraron que el suero de aigunos enfermos de
lupus eritematoso generalizado es mhlb[do en su actividad anti- coaguiante por la
fosfatldlletanolamlna asociada en [a fase tubular Hy y que esta inhibicién. no se
presentd cuando el fosfolipido se encontraba asociado en bicapa. Sin embargo,
las propiedades de la membrana celular no se pueden relacionar con las de
fosfolipidos a‘sociadds en forma tubular, porque la asociacién lipidica tubular Hy,
es practicamente incompatible éon la estructura vesicular de la membrana celular,
como lo han establlecido' diversos autores. Es decir, en los antigenos lipidicos
émpleados en estos estudios, los fosfolipidos se encuentran en una forma
molecular que no corresponde a la gue se encuentra en las membranas c’el'ulares.

En los estudios en animales de experimentacion, tratados por
inmunizacién activa o pasiva, se aplican los métodos de deteccion de anticuerpos
antifosfolipidos que se han descrito paré el humanb. Ademas; se analizan los

diferentes organos y tejidos por estudios anatémicos, histopatoldgicos, de
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o nsrsiuto :
estudlo Estudios de este tipo han sido realizados por Tincani y Shoenfeld@pisitno

-/ delaPropiedad
1996) asi como por Shoenfeld y Ziporen (Lupus 7: Sl 58-Sl 61, 1998). M@usiﬁa!

Es conocido que ia estructura molecular de la membrana plasmatica de
células de mamiferos es de un heteropolimero de asociacion, formado por
fosfc-)lipidos,» glicolipidos, colesterol, proteinas y glicoproteinas, en dénde
generalmente los lipidos se encuentran eh la asociacion molecular de bicapa. Sin
embargp, también se conoce que los lipidos pueden tener una asociacién
molecular diferente a la bicapé, y que dicha asociacion depende de la geometria
de los lipidos y de las condiciones a las que se encuentren los mismos.

Los fosfolipidos vy glicolipidos son las unicas fnoléculas de las células que
pueden autoensamblarse de manera eSpontanea en un medio acuoso y formar
asociaciones moleculares espediﬁ_cas y constituyen del 60 al 70% de los lipidos
membranales. Si se toma en cuenta esta caracteristica y la forma molecular de los

lipidos se encuentra que los lipidos en forma cilindrica, dan un arreglo de bicapa; los

lipidos conicos, se autoensamblan en forma de tubos con las regiones no polares .

hacia afuera y las regiones polares hacia adentro, a este tipo de asociacion
molecular se le ha denominado de fase hexagonal Il (Hy) ( De Kruijff, 1887. Nature
329:587-588; Rauch\ y Janoff, 1990; Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 87:41‘!2—41'14;
Baeza y col, 1995. Biochem Cell Biol. 73:289-297). Los lipidos con forma de cono
invertidb, dan una asociacion micelar, en donde las regiones polares estén ubicadas
hacia afuera y las regiones no;polares estan situadas hacia eAI interior ‘de la miceia.
Los lipidos de forma conica y de cono invertido représentan de! 30 al 40% de los

lipidos membranales.
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En 1980 el grupo de Culiis propuso el modelo del

1 &4

(Cullis y col., 1980: 1991), para tratar de explicar las funciones i

: instituto
diferentes asociaciones moleculares en que.pueden encontrarse los lfldos @anlas

| _ . delaPropiedad
membranas celulares. En este modelo se considera que la matriz membrana) esta
constituida por lipidos cilindricos asociados en bicapa, mientras que los lipidos
conicos de manera general, también se encuentran en el arreglo molecular de bicapa
debido a la presencia de los lipidos cilindricos que estabilizan esta asociacion, pero

se propone que los lipidos conicos podran formar arreglos de no-bicapa de manera

transitoria cuando son inducidos a agregarse a estas asociaciones por diferentes

moléculas. Ademas, en este modelo se propone que las asociaciones de no-bicapa o

particulas lipidicas podrian participar.en funciones celulares como transporte de iones

y moléculas polares a través de la membrana celular, en puntos de conexién entre

vesiculas membranales, en procesds de fusion de membranas, como la endo y la

exocitosis, en la insercion de proteinas polarés en la membrana, en la formacion de
compartimentos y en la formacion de poros a través de la bicapa que pueden perrﬁitir ‘
el paso de moléculas polares ( Cullis y col., 1989; De Kruijff 1987; Cullis y col., 1991).
De igual manera, es conocido que en presencia de cationes divalentes, de
férmaéos, éomo la cloropromacina y la procainamida, de pé_ptidos‘no-po!ares, de
proteiﬁas tales como la del bactéric')fago M13, del colesterol, de iones lantano, asi
como de cambios de temperatura y de pH, los lipidos conicos forman asociaciones
moleculares diferentes a la bicapa, las cuales son de naturaleza transitoria, porque
cuando disminuye la concentracion de los factores gue ‘inducen su formacién, o
diminuye la temperatﬁra b cambia el pH, los lipidos cdnicos regresan a la asociacion
de bicapa, la cual se observa como una' superficie lisa en analisis de criofractura

(Turnois, et al, 1990. Chem. Phys. Lipids. 57:327-340).
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Las estructuras Ilpldlcas Hy y micelar, asi como cualg i&rz bt

presente invencidn, como estructuras lipidicas diferentes a la blcapa Fi%i;ﬁ al

v F
particulas lipidicas, independientemente de la naturaleza de los lipidos que las

fprman.

Los lipidos en general son molécﬁlas poco inmunogénicas (Hughes, y col.,
1986. J. Reumatol'., 13(3)486-489; Alarcdn-Segovi, 1991. Sem. Clin. immunol., 1:11-
19), y de las dos asociaciones moleculares que pueden presentar los lipidos en las
membranas, se considera que la de bicapa seré [a menos inmqnogénica porgue €s la
que constituye la matriz membranal (Kleinfeld, 1991. Membrane Fusion. Ed. Jan W.
Dic H. inc. New York, p.p. 3-33).

Sin embargo, se sabe que estas estructuras Iipidioas, estabilizadas con

cationes divalentes, inducen la formacion de anticuerpos que reconocen a los lipidos

as_odiados en particulas Iipidicas ¥ no reaccionan con lipido en bicaba (Aguilar, 1994.
Tesis de Maestria).

En relacién con I-o ante,riop', Baeza y col., en 1995 (Biochem. Cell Biol.
73:289-297), reportaron la elaboracion de liposomas con arreglos estructurales
diferentes a la bicapa, asi como una actividad antigéhica de los mismos al obtener
anticuerpos policlonales.‘ Por medio de analisis citofiluorométricos de la reaccion
inmune se pudo identificar la presencia de estructuras lipidicas en los liposomas ahi
descritos, utilizando para .ello anticuerpos policlonales anti-particulas lipidicas
obtenidos de sueros de ratones.

No obstante lo anterior, la inmunizacién de los ratones se realizé mediante
fa introduccién de particulas lipidicas formadas artificialmente de forma que un exceso

de particulas lipidicas provocara la reaccion inmune deseada (Nilsson et al; 1987. J.

estructural de Ilpldos que no forme una bicapa, se consuderan para Ios fi @eé)sa%t ?}g

b

RO
S
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immunoi, Methods 99:67-75). Hasta la fecha, se cree que

moleculares diferentes a la bicapa o particulas lipidicas, tambien lﬁlils,:ﬁ?

\ inmunogénicas cuando se encuentran presentes en la naturalezad é:)i)j 8@?@?}1\ d J

T R P T iR

L

| células de humanos y animales, debido a que son transitorias y por elio %%Eé% a‘ﬁl
| % 5 detectadas por el sistema inmune.
. _. | Adicionalmente, del analisis del conjunto de los estudios arﬁba i
mencionados, se puéde observar que la cardiolipina es el Unico lipido que por in '

mismo ha podido reaccionar con anticuerpos presentes en pacientes que presentan

smdrome antlfosfollpidos o enfermedades relacionadas con el mismo, y que los
1 10 fosfoilpldos normalmente presentes en ia membrana celular arriba mencionados,
o
@ requierén estar asociados con proteinas para reaccionar con los anticue_rpbs de
dichos pacientes, o bien, requieren estar asociados én un arreglo - molecular

incompatible con la membrana celular (Hughes, 1981. Sem. Clin. Immunol. 1:5-9).

| o A éste respecto, la presencia en sueros de pacientes con el sindrome
15 antifosfolipidos de anticuerpos anti-cardiolipiha, un lipido mitocondrial, de anticuerpos

anti-nucleares y de anfticuerpos anti-DNA, es indicativo de la existencia de eventos
‘ previos que causan dafho .en las membranas, con el rompimiento de las células y la

E } | exposicién de los componentes intracelulares al sistema inmune, provocando la

reaccién correspondiente y, por lo tanto, el sindrome ( Asherson y 'col., 1996. J.

20  Rheumatol. 15(2) 1742-1745: Hughes, 1991. Sem. Clin. Immunol. 1:5-9). Sin

embargo, hasta la fecha no se han realizado estudios que permltan determinar cuales
son los eventos que provocan el rompimiento de la membrana celular. En este
contexio se propenen dar hipétesis que podian explicar la formacién de anticuerpos
| antifosfolipidos.

25 La primera es que factores aun no descritos, provocan la destruccion de
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la membrana celular, lo cual promueve |a formacién de particula
5 15 ‘

de los lipidos membranales que entran en contacto con el sistema imun%igmc
Msxicano

‘con los componentes intracelulares, con la consecuente formaciégég%agngiﬁgﬁ@?éd

. . e . o ! : 1dusiria!
anti-particulas lipidicas, anticardiolipina y antinucleares. . 3?‘{34&:_?;_,

La segunda hipétesis, consiste en supdner que las particulas lipidicas
se forman en la membrana celular antes de su destruccién, por lo que se
formarian anticuerpos anti-particulas lipidicas que destruirian la m‘erﬁbrana,-
exponiem:io- a los componentes celulares al \sistema inmune y dando lugar
posteriormente a la formacion de anticderpos anticardiolipina y antinucleares.

Hasta la fecha, ningﬂna de las dos hipdtesis ha sido demostrada, por lo

que el contar con un sistema que permita detectar los arreglos de no-bicapa de los

fosfolipidos conicos en la membrana celular, es imprescindible. Por esta razén se
propdso un método para la obtencién de hibridomas que producen anticuerpos
monoclonales especificos en contra de estructuras lipidicas diferentes a la bicapa de
membranas celulares. Estos anticuerpos mqnoclonales constituyen ‘un reactivé
biolégico muy éspeciﬁ‘_c_o e insustituible para la deteccion inequivoca de los arreg[bs
de no-bicapa en sistemas no celulares (liposomas) y celulares, ya que los anticuerpos
policlonales que puedan obtener en contra de estas estructuras pudieran  dar
rea-cciones no especificas. Por ofro lado en la produccion de anticuerpos
monoclonales se pueden emplear liposomas en las cuales es posible reproducir los
arreglos moleculares que los lipidos pueden tener en las membranas celulares
(Baeza y col., op. cit, 1994; Ibafiez, y col.,. op. cit, 1996). Asimismo en los liposomas
se puede controlar su composicion lipidica e inducir cambios de las asociacidhes
moleculares lipidicas y ya que no contienen proteinas los anticuerpos monoclonales

que se obtengan solo reconocen las asociaciones de no-bicapa.
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Por otro Iado se propone el uso de los anticuerpos mo
indicativo inequivoco y control posmvo necesariamente incluyente en un S'Stﬁm:iﬁto

Mexicano
deteccién de anticuerpos ant: particulas ljpidicas en muestra%abgglqgwie%d

Indusiria!
individuos que presentan enfermedades relacionadas con la" presenCIa de atntlcuiégnoima
antifosfolibidos. Asi mismo, la deteccion de anticuerpos anti-particulas lipidicas se
puede también realizar de acuerdo con el esquema descrito para humanos, plantas y

en.animales de experimentacion en los cuales se induce la formacién de anticuerpos

anti-particutas lipidicas.

OBJETIVOS DE LA INVENCION

Tomando en cuenta que la deteccion especifica de arreglos de no-bicapa
de Ios‘ fosfolipidos cénfcos en las membranas celulares es muy necesaria para
determinar los procesos metabolicos en los que pudieran participar, asi como los
factores que los inducen vy estabilizan de tal forma que sean reconocidos por el
sistema inmune cdmo auto antigenos e induzcan auto-anticuerpos en individuos con
enfermedades que se réIaCionan con la presencia de anticuerpos antifosfolipidos, es
un objeto de Ia_ presente invencion el obtener hibridomas productores de anticuerpos

monoclonales que reconozcan especificamente las asociaciones moleculares

" lipidicas de no-bicapa formados por diferentes lipidos conicos.

.Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar un método
para la obtencion de anticuerpos monoclonales especificos en contra de estructuras
Ii-pidicas diferentes a la bicapade membranas celulares.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar estos anticuerpos
para la deteccion de asociaciones moleculares Iipidiéas de no-bicapa formadas por

diferentes lipidos conicos en las membranas de células animales y de plantas que
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1 presenten estados fisiolégicos particulares. -
' ‘ 1

| | ‘ Como otro objeto mas de la presente invencion, se proria@n@ﬁtuto

' Meayicano
elementos biolégicos especificos necesarios (anticuerpos monoclonales, :li ' -
, g P 3 ( P 88 1IPOSQIAS o d

. . I P
conteniendo lipidos definidos) para la deteccion de anticue?pos anti-pargtg'l‘écﬂfli‘%ﬁs’fﬁﬂga'l

5 lipidicas en etapas tempranas de enfermedades en humanos y/o animalés que se
‘ relacionen con la presencia de anticuerpos antifosfolipidos, asi como en modelos
experimentales, como ratones, en los que se desarrollen por cualquier método
anticuerpos antifosfolipidos.

‘ | | La pfesente invencion proporciona como objeto adicional un kit o un

10 instrumento de diagnéstico in vitro para la deteccién de anticuerpos anti-particulas

lipidicas en etapas tempranas de enfermedades que pfesentan talés anticuerpos en-
animales, plantas y humanos.

La presente invencion tiene ademas el objeto de proporcionar
composiciones farmacéuticas que contienen cantidades terapéuticamente efectivas

15 de los anticuerpos monoclonales para el tratamiento de enfermedades relacionadas

. con anticuerpos anti-particulas lipidicas, mediante el bloqueo de anticuerpos anti-
; particulas lipicas o mediante la estabilizacion de membranas celulares. Asi tambien

como sus usos y aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de dichas enfermedades.

20 BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Otras particularidades y ventajas de la invencion seran evidentes a partir

de la siguiente descripcion detallada, de los objetivos y modalidades preferidas, de las
; f reivindicaciones anexas y de las figuras que se acompanan, en donde:
La figura 1 muestra un analisis electroforético en geles de poliacrilamida

25 en presencia de dodecil sulfato de sodio. (Los anticuerpos monoclonales se
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precipitan con acido bérico, los anticuerpos precipitados se§ak

13

de
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La figura 2 A y B representa la deteccion de anticuerpos! %ﬁfﬁﬁéﬂi@t’ilas

poliacrilamida al 10% en presencia de SDS, el peso molecular as ",

se emplean como estandares se especifican €n la misma ﬂguraa

lipidicas por el método de ELISA liposomal. A) Liposomas unilamelares conteniendo
PC/PA_ 2:1 se incuban con regulador TBS (10mM TRIS HCl y 1 mM NaCl pH7)
solamente o el mismo regu!édor adicionado con 5mM de MnCl; 0 3mM CaCl,. Estos
liposomas se emplearon corho antigeno en ELISA liposomal (ver descripcion). Los
sobrengdantes conteniendo los aqticuemos monoclonales se emplearon sin diluir o

diluidos 1:2. Los liposomas fueron probados empleando anticuerpos monoclonales,

. anticuerpos policlonales de un ratén BALB/c inmunizado con particulas lipidicas o con

Lin anticuerpo monoclonal de isotipo IgM de especiﬁci&ad para antigenos de ‘lis,biralis
(Ortega-Pierres y cols). La absorbancia de la reaccion en los pozos se deterrﬁina a
492 mn. B) Los lipidos preparados de L-o. 4cido fosfatidico y L-a fosfatidilcolina y
cardiolipina se emplearon como antigenos en un ensayo de ELISA bara probar la
reactividad: de los anticuerpos monoclonales y policlonales cohtra particulas lipidicas,

la absorbancia de los pozos de la inmunoplaca se determiné a 492 nm.

La figura 3 representa la inmunoreactividad del anticuerpo monoclonal
H308 con las células C5337 de cancer de pancreas humano. Las células se incuban
con el anticuerpo monoclonal y con el segundo anticuerpo ‘conjrugado a FITC y se
observan por microscopia de fluorescencia (A) y por mic;roécopia de interferencia de
Nomarski (B). Los nUmeros indican: (1) puntos de fluorescencia por encima del
ntclelo celular, (2) posibles zonas de unién entre células y (3) células de morfologia

redonda. Las fotografias se tomaron con un objetivo de 20X.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De acuerdo a lo descrito antenormente la presencta de part:culas Ilpldieas&:tuto

Maxicano
en las membranas celulares puede ser transiteria o puede ser mas estaltie ﬂaébldkﬂg:é}edad

condiciones patologicas o deficientes que se presenten en un individuo. S:g %g{-é@'{ﬁaf
hecho ocurre es posible que las asociaciones de no-bicapa puedan ser-
inmunogénicas y asi inducir la f.orm-acién ﬁe anticuerpos con los dafios consecuenteé

7 én las membranas de las células y tejidos, en las cuales se presentan dichas .
asociaciones. 'En este contexto se hace necesario detectar la presencia de arreglos
moleculares de no-bicapa formados por fosfolipidos conicos en las membranas

celulares en estados fisiolégicos particulares, determinar los procesos metabdlicos:en

los que pudieran participar y los factores gue las pueden inducir y estabilizar.

Asimismo resulta importante -poder detectar los anticuerpos que se

produzcan en animales de experimentacion y en humanos que cursan enfermedades

St

e A R

I D ' reiacnonadas con la produccion de anticuerpos antifosfolipidos.
15 En este Gltimo contexto mediante el empleo de un modelo experlmental
en ratones BALB/c, que fueron inmunizados con particulas libidicas, se pudo detectar

o la produccion de anticuerpos anti-particulas lipidicas en una etapa temprana después

de iniciada la inmunizacion de los animales. Es importante sefalar que la deteccién

ST ey T

de estos anticuerpos solo fue posible mediante el uso de los anticuerpos

il 20 - monoclonales especificos en contra de particulas lipidicas (Aguilar y col. J. Biol.
r Chem. 274; 25193-25196) y de un, sistema de ELISA liposomal (Baeza y col., 1995.

Biochem. Cell Biol., 73:289-297).

Estos anticuerpos se detectaron antes que los producidos hacia

" cardiolipina, que el anticoagulante lipico y que anticuerpos antinucleares. Estos

25 datos sugieren que los anticuerpos anti arreglos de no-bicapa al presentarse en
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etapas tempranas después de la inmunizacién constituyen la primer:

A

desarrollo de las manifestaciones clinicas en los ratones inmunizadcs.

. . . ) . . 1=l
animales desarrollaron alopecia y lesiones en ala de mariposa sem%;anites;é?"?c"*éf@ano
. ; €la Propiadad
. . . fmid vt o1
descritos para algunas enfermedades autoinmunes en humanos asi como dep@glfdo’éaaiir ial .
de complejos inmunes y alteraciones patolégicas de diferentes érganos.

Cabe sefialar que para los fines de la presente invenciéon, sé entiende

por enfermedad relacionada con anticuerpos antifosfolipidos a cualquier

enfermedad que presente anticuerpos antifostIipidos en cualquier etapa de
desarrollo. Algunas de tales enfermedades se mencion‘an a continuacién; de
manera enunciativa, mas no limitativa: sindrome de anticuerpos antifosfolipidos
(SAAF) primario o secundario; enfermedades autoinmunes tales como la
vasculitis, la artritis reumaioide y el lupus eritematoso generalizado (LEG);
enfermedades que provocan un aumento en la division celufar, como‘bueden-ser
neoplasias del tipo del carcinoma en el higado u ovario, linfomas, leucemias o
desordenes mieloprolifefativos; infecciones viral_es como la .mononucleosis,...
infecciosa y el sindrome de inmunodéficiencia adquiridé; enferme'dades
producidas por bacterias, como la sifilis; y, enfermedades producidas por
protozoarios como la malaria.

Adicionaimente, la presencia de anticuerpos antifosfolipidos se ha

‘relacionado con el infarto al miocardio y senectud (Galli y col., 17990), por lo que la

detecciéon de anticuerpos anti-particulas lipidicas también permite estabiecer
estados fisiologicos celulares, en donde los estados fisioldgicos celulares estaran
comprendidos dentro del concepto de enfermedades relacionadas con anticuerpos

antifosfolipidos para los fines de la presente invencion.

A continuacién se dan a conocer los métodos utilizados para los
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propésitos y finalidades de la presente invencién, los cuales se congigs

del alcance de proteccion del invento reclamado.

i minmso

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion es la obtenc}gﬁydeani) o
) ,  dela P?v‘amedagﬂ
hlbndomas que produzcan antlcuerpos monoclonales especifi icos que recohbZeagiriz

las asociaciones moleculares lipidicas de no bicapa, formadas por diferentes
lipidos cénicos. Para ello ée emplean ratones singénicos de I.a cepa BALB/c
hemb'fas de 2 meses de edad. A partir de |9s ratones inmunizados, 4es' poéible
obtener los anticuerpos monoclonales por medio de cualquier rﬁedio corn-o'cido,
preferiblemente mediante la fusién de células P3X63 Ag8U.1 de ofigc_en murino con
células de bazo de rafén‘inmune empleando polietilenglicol para la fusion celular
con la consecuente obtencion de un hibriddma. En una modalidad especifica el
hibridoma se cl)bltiene de acuerdo con las siguientes etapas: .
A) Una primera etapa de inmunizacion de ratones por via

intraesplénica con una dosis ‘efectiva de lipidos como liposomas de

fosfatidilcolina:fosfatidato  (2:1), en donde dichos liposomas

contienen particulas lipidicas inducidas con Mn**
B) Una segunda etapa de inmunizacion de ratones por via

intraperitoneal con los mismos liposomas y con la misma dosis que

los utilizados para la primera etapa de inmunizacién.

20 : C) Una tercera efapa de inmuniiacién de ratones por via
intravenosa con la dosié de liposomas utilizada en la primera gtaba
de inmunizacion.

e . : D} Una etapa de fusion de células de bazo de los ratones
inmunizados como se describid anteriormente con un mieloma de

25 | ratén denominado P3X63 AgSU.1 derivado de la linea P3X63 Ag8.
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obtenida por Kohler y Mistein del mieloma MOPC21["

BALB/c hembras. Esta linea no sintetiza cadenas g2

produce cadenas kappa. Esta fusién realizandose PgL 1o F%%‘é’é@ano
| S @ laFropisdad

cuatro dias después de la etapa de inmunizacion poridimirial

intravenosa para obtener por lo menos un hibridoma productor de -

un anticuerpo monocional anti-particulas lipidicas.

'E) Una etapa de seleccion de hibridomas que presenten
inmunorreaccion aceptable mediante la deteccion de anticuerpos
anti-particulas lipidicas ‘generados por los mismos por medio de

citofiuorometria y/o el método de ELISA.

En una modalidad adicional, la primera etapa de inmunizacién

comprende administrar los liposomas por lo menos 2 veces con intervalos de 1

N semana, y la segunda etapa de inmunizacién comprende introducir los liposomas
15 por lo menos 4 veces con intervalos de 2 semanas, mediante el método descrito ..

por Nilsson y col. en 1987 (J. immunol. Methods, 99, pag. B67-75).

En otra modalidad adicional, los ratones utilizados para la inmunizacion

} se seleccionan de cepas singénicas, preferiblemente utilizdndose ratones de la

cepa BALB/c hembra de 2 meses de edad.

20 En una modalidad preferida de la presente invencion, las células de bazo

R A oG i U

AR

se obtienen segun lo descrito por Or{ega-Pierres y col. (1984. Parasitology, 88:359-

ararty

369), mediante la disgregacion del_'bazo del raton en un medio de cultivo celular

especifico para cultivo de hibridomas Dulbeco Modified Eagle Medium (DMEM

T gy e

i Hibrimax), preferiblemente incompléto, seguido de diversas etapas de purificacion y

25 una lisis de los eritrocitos, preferiblemente mediante cloruro de amonio.
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El hibridoma obtenido mediante el método anteriorme;
se deposité en la Coleccidn Nacional de Cultivos de Microorganismos C

v

Instituto Pasteur en Paris, Francia de acuerdp con lo establecido %?égéﬁé}g ag

2

Budapest para el deposito de material biolégico en materia de patentes, Jastisnidal
registrado dicho hibridoma, y por consiguiente, el-anticuerpol monocional que se
produce del mismo, bajo el depésito CNCM H308 1-2537.

Por lo que se refiere al método para realizar la fusién, se utiliza
preferibiemente el descrito por Ortega-Pierres y col. (op. cit.,1984), que consiste -
en uti[izar las céllulés de bazo y de mieloma con una viabilidad mayor al 85%, las
cuales se centrifugan y Se mezclan en una proplorcic’m celular 1l:1; para éer
posteriormente sometidas a la accion del agente fusionante polietilenglicol 4000 y
después de ser lavados se cultivan en’ placas. de cultivo celular previamente

sembradas con macrofagos. En relacion con el método de seleccion, se emplea

preferentemente ELISA para identificar las clonas productoras de anticuerpo

monoclonal. Después de la seleccion, las clonas. positivas se expanden in vitro e
in vivo (inoculacién de animales) para la obtencion de anticuerpos monoclonales.

En una modalidad particular de la invencién se incluye un método para

'la caracterizacion de los anticuerpos monoclonales que reconocen asociaciones

m_oleculares lipidicas de no bicapa en cuanto al isotipo y especificidad.-

Enla fipificacién de los anticuerpos monoclonales se emplea un sistema
inmunoenziméti‘co comercial (Boehringer Mannheim) que contiene los reactivos
necesarios para llevar a cabo el desarrollo de ia técnica.

Regulador para el pegado def antigeno, regulador de lavados,

detergente, antiouerpoé anti-inmunoglobulinas de raton IgA, igG, IgGl, lIgGZa,

lgG2b, igM y anticadenas ligeras gamma y kappa todas conjugadas a peroxidasa,
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dicho método esta caracterizado por las siguientes etapas:

A) En una primera etapa, en sobrenadantes de | Otedod RiveoSeil,
instituto

hibridomas se diluyen 1:10 e regulador de lavado y se agregagis@ano

. delaPropiedad

ul de estas diluciones a cada pozo de la inmunoplaca. industria!

B) En una segunda etapa, se lieva a cabo una incubacién de las

placas por 30' é 37°C. |
C) Una .etapa de eliminacidn .'de la solucion preferentemente por
succion y lavado d-e ta inmunoplaca.

D) En la tercera etapa se agregan 200 ul del regulador de lévado y
las placas se incuban 15' a 37°C.

E) Una etapa de lavado de las plécas con regulador de lavado y

succion de esta misma. |

F) Una cuarté etapa en la que se agregan a cédé pozo 50 ul de los

anticﬁerpos- conjugados a peroxidasa en dilucion 1:10, incubandose

a 37°C por 30'.

G) Una etapé de lavado de las placas con regulador de lavado y

succion de la misma.

H) Una quinta etapa en la que se agrega una cantidad efectiva de la

solucion c_!el sustrato de la peroxidasa incubandose a 37°C por 30'

por medio de una cantidad efectiva de acido sulfarico.

) Una etapa‘de analisis de las placas en un equipo de lect.ura de

ELISA preferentemente a 492 nm.

El empieo dé la metodologia da como resultado la tipificacion de Iqs

anticuerpos monoclonales como de la clase IgM.

En una modalidad preferida se determina la especificidad de los
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anticuerpos - monoclonales y policlonales que reconocen las

moleculares lipidicas de no bicapa mediante ELISA liposomal en & e S
!ﬁatiiiﬁ'(}- )
se incluye un anticuerpo monoclonal del |sol;|po IgM con especificidad totéfrﬁemem@
dela Propiedad
diferente a la de los anticuerpos monoclonales en contra de particulas lipidicasusirial

El ensayo de ELISA se lleva a cabo empleando liposomas que tienen
L-o fOSfEl'tldllCOllna y L—a acido fosfatidico de acuerdo al método descrito para

ELISA liposomal, en esta modalidad se empled el sobrenadante de hlbrldomas

" que contiene anticuerpos monoclonales en contra de asociaciones lipidicas sin

diluir o uﬁa dilucién 1:2, los sueros colectados de animales inmunizados con
particulas lipidicas se diluyen 1:50.

Los resultados muestran que los anticuerpos monoclonales presentan
una reactividad mayor con las estructuras de no bicapa inducidas por Mn2",
mientras que el anticuerpo policlonal se une con menor avidez y reconoce a las
estructuras de liposomas lisos. El anticuerpo monbcional no especifico no muéstra
ninguna reaccién con Iipdsomas lisos o que tienen una estructura de no bicapa.
Debido a que en los ensayoé de rutina para medir anticuerpos antifosfolipidos se
utilizan placas cubiertas con lipidos disueltos en etanol se determiné la unién del
anticuerpo monocional a fosfolipidos purificados como L-o fosfatidilcolina, L-o
acido fosfatidico vy cardiolipiné. Los resultados muestran que el anticuerpo
monoclonal no interacciona con placas cubiertas con estos lipidos mientras que el
anticuerpo policlonal si lo hace. Estos resultados sugieren fuertemente que los
anticuerpos monoclonaies interaéqionan con superficies de_ lipidos no planos.

En una modalidad preferida de la purificacién. de aniicuerpos
monoclonales se emplea el método de precipitacion con &cido bérico de los

anticuerpos monoclonales presentes en el ascitis de animales inoculados con los
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hibridomas, caracterizado por las siguientes etapas:

A) Una primera etapa consiste en agregar &cido bérico (2z%§n§|_tituto. ‘
‘ ‘ exicano
liquido ascitico que contiene les anticuerpos monoclondlésl &R iseiedad
| . ndustria)
se agregan, por cada 20 ml de &cido bérico, 2 mi del liquido ascitico

y se agita la solucioén por 2 hrs en un bafo de hielo para permitirla
precipitacion de las inmunoglobulinas.

B) En una segunda etapa la sursp;ensién se centrifuga a 45,000 X g
por 20 min. a 4°C. |

C)En uné tercera etapa el precipitado de anticuerpos monoclonales
se resusbende en un volumen minimo de solucién salina de
fosfatos.

D) En una cuarta etapa la solucién conteniendo el anticuerpo se

dializa exhaustivamente con solucién salina de fosfatos para
|

eliminar el exceso de &cido bérico.

E) En una quinta etapa se determina la cahtidad de proteina en la
salucién que contiene los anticuerpos, preferentemente mediénte el
método de Lowry (Lowry et al, 1951. J. Biol. Chem. 193-265-275).

F) En una sexta etapa la proteina se analiza por electroforesis en

geles de poliacritamida (SDS-PAGE) por el método descrito por
 > .20 Laemmli (Laemmli, 1970. Nature., 2_27:680—685). Figura 1.Ay B.

| Otro aspecio de la pkesente invencion es un método para determinar si
un sujeto que no presenta anticuerpos anticardiolipiné, anticoagulante ldpico, anti-

ADN o antinucleares, tiene una enfermedad relacionada con la presencia de

T R R T R R R

anticuerpos antifosfolipidos, en donde dicho método comprende detectar de

25 manera directa o indirecta la presencia o ausencia de antigenos que contienen

ervoico
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sujeto esta desarrollando una enfermeda,d relacionada con Iad rfeage &%:gﬁng
‘ ) ' &

anticuerpos antifosfolipidos. fndustrial

. s

En una modalidad preferida, la deteccién de las particulas lipidicas se
réaliza de manera indirecta medi“ante el uso de un antigeno que contiene
pan_"ticulas lipidicas que se hace reaccionar con suero del sujeto con la finalidad de
determinar si en dicho suero existen anticuerpos- anti-particulas lipidicas, tal
determinacion, rea[izéﬁdose preferib[emenfe mediante el uso de por lo menos una

técnica seleccionada entre citofluorometria, inmunofluorescencia y ELISA. En una

‘modalidad especifica, el antigeno que contiene particulas lipidicas se selecciona

entre células neoplasicas y liposomas, en donde los liposomas se forman a parﬁr
de por I-o menos un lipido susceptible de cambio Hde geométria por medio de
cambios de temperatura, 'presencia de iones divalentes y/o presencia de farmacos,
dicho lipido siendo preferiblemente seleccionado entre fosfatidato; cardiolipina;
fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol; fosfatidilcolina; fosfatidilserina; esfingomielina; y,
diglucosildiacilglicéridos. En una modalidad preferida, el lipido se encuentra en
abundancia en la membrané celular. _

En una modalidad especifica, Ios'~Iipidos utilizados para formar los
liposomas se seleccionan conforme a su disponibilidad en la membrana celular,
utilizandose preferiblemente un lipido cilindricb en combinacién con un lipido conico
en una relacion molar entre 1:1 vy 4:1." En una modalidad adicional, se utiliza una
combinacion de fosfatidilcolina con fosfatidato de yema de huevo en una relacién
molar 2: 1. ‘“

En otra modalidad adicional, ademas el suero del sujeto, se hace
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particulas lipidicas para confirmar la presencia o no de los anticuerposiBgkituto
_ | _ Mexicano -
particulas lipidicas en el suero del sujeto. dela Propiedad

industriai
En otra modalidad prefenda la deteccion se reallza de manera directa’

haciendo reaccionar céelulas del sqjeto con por lo menos un anticuerpo monociona]
anti—harticulas lipidicas, preferiblemente mediante el uso de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta.

En una modalidad édicional, ademas de las células del sujeto, se hace
réaccionar con el ahticu'erpo al mismo tiempo por lo menos .un antigeho q'ue
contenéa ’particulas lipidicas, preferiblemente seleccionado entre células
neoplasicas y liposomas de por lo menos un lipido susbeptib'le de cambio de
geometria pof medio de cambios de temperatura, presencia de iones divalentes
y/o presencia .de farmacos, dicho lipido siendo preferiblemente seleccionado entre
fosfatidato;  cardiolipina, fosfatidiiglicerol, fosfatidilinositol; fosfatidilcoiina;
fosfatidilserina; esfingomielina; y, diglucosildiacilglicéridos.

Para obtener los lipcsomas que se utiiizan en varias modalidades de la
pres'ente invencion, se utiliza preferiblemente el método de evaporacion de fase
reversible descrito por Baeza y col. (op. cit.) y posteriormente se les trata con un
agen.te formador de particulas lipidicas, preferiblémente seleccionado entre
cationes divalentes, farmacos y combinaciones de los mismos, en donde el
tratamiento para formar particulas lipidicas se reallza preferiblemente medlante
incubacién de los liposomas con una cantidad efectiva del agente formador de
particulas lipidicas a una temperatura de 25 a 40°C, dicha cantidad efectiva siendo
preferiblemente una relaciéon molar lipidos: agente formador de particulas lipidicas

desde 1:50 hasta 1:1000.
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En cuanto a los métodos de deteccion de los anticuerpo
lipidicas en sueros de pacuentes mediante el uso de ant:genos quecoq 24
‘!m:)(%i?ﬂﬂ@
partlculas |lp|dlcaS o bien, de deteccion de particulas lipidicas d% 155 tgyawsmga d

pacnentes mediante el uso de antlcuerpos anti- partlculas I|p1d|cas a cont?ﬁﬁa@%ﬁﬂ”i

se describirdn las tecnicas preferidas para tales detecciones.
Por una parte, el método de ELiSA-liposomal. comprende las siguientes

etapas:

A) Una primera etapa de adicion, e incubacion, en ia que se agrega
una cantidad efectiva de una suspension del antigeno a ca‘dé uno
de los pozos de una inmunoplaca de ELISA de alta propiedad de
unién a antigenos y dicha inmunoplaca se incuba a temperatura
ambiente durante 0.5a 1.5 h.

B) Una segunda etapa de adicién e incubacion, eﬁ la que se agrega
una cantidad efectiva de una sslucién de bloqueo a cada uno de ios
10 pozos de uina inmunoplaca de ELISA de alta propiedad de union
a aht_igenos y dicha ihmunoplaca se incuba a temperatura émbiente
durante Q.5 a15h

C) Una etapa de eliminacion de la solucidn de bloqueo,
preferiblemente por succién; |

20 . D) Una tercera etapa de adicidn e incubacion, en la que se agrega
T’ | una cantidad efectiva del portador del anticuerpo a cada uno de los

pozos de la inmunoplaca de ELISA en una dilucién

i
Eg |
i
3] .
i

portador:solucién de bloqueo desde 1:5 hasta 1:75, dicha

et

inmunoplaca incubandose durante 0.5 a 1.5 h a una temperat_ura

3

25 entre 35 y 40°C.

T wremiyn
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E) Una primera etapa de lavado de la inmunoplaca |

nstituto
S . Mexicano
F) Una cuarta etapa de adicign e incubacién, en la wis lseragresada g

de b!oqueo, preferiblemente repitiéndose 4 veces.

cada uno de los pozos de la inmunoplacd de ELISA una Eg‘ﬁﬁggga!’

efectiva de un anticuerpo seleccionado preferiblemente entre

anticuerpos de cabra anti-IgG, IgA e IgM o anti Fc de IgM de ratén,

conjugado a peroxidasa, en una dilucién final entre 1:25 y 1:2000,

dicha inmunoplaca incubandose eh la obscuridad durante 0.5 a 1.5

horas a una temperatura entre 35 y 40°C.

G) Una cuarta etapa de adicion e incubacion, en la que se agrega

una cantidad efectiva del substrato de la peroxidasa a cada uno de

los pozos de la inmunoplaca de ELISA y dicha placa se incuba

durante 0.1 a 05 ;loras a [Jna temperatura entre 35 y 40°C,

deteniéndose la reaccion de la peroxidasa por medio de una

cantidad efectiva de acido su_lfarico.

H) Una etapa de andlisis de |as placas en un equipo de lectura de

ELISA, preferiblemente a 492 nm. |

En una modalidad especificq, la suspensién del antigeno se gbtiene
suspendiendo al antigénd en una solucién reguladora de pH, a pH 7, en una
relacion desde 0.001 hasta 0.05 moles de antigeno por litro de solucién reguladora
de pH.
Asimismo, la solucién de bloqueo, comprende un regulador de pH, pH

7,y un 4% peso en volumen de una solucién con alto contenido de proteinas,
preferiblemente gelatina, con o sin una cantidad efectiva de un agente formador de

particulas lipidicas, preferiblemente con la cantidad efectiva y el agente formador
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de particulas lipidicas utilizados para formar el antigeno.

En una modalidad preferida, la cantidad efectiva de la s‘uspensirﬁ’tituto,
#exicano

antigeno en la etapa A) es desde 50 hasta 100 Hi. dela Proniedad

Por otra parte, el métodé de citoﬂuorometria (Ilposémal (Baeza jrﬁcﬁc;){l'.g,S tria!-
op. cit.), como> su nombre lo indica, es aplicable en aquellos casos _e:n que el
antigeno . es un liposoma, independientemente del origen del portador del
anticuerpo, y comprende las siguientes etapas:' |

A) Una primera etapa de adicidn e incubacion, en Ia‘que se agrega-
el portador del anticuerpo a una suspension del antigeno, dicho
portador estando a una dilucién desde 1:5- hasta 1:75, incubandose

la mezcla obtenida durante 0.5 a 1.5 h a una temperatura entre 35 y

40°C. |

B) Una primera etapa de lavado del antigeno con una solucion

reguladora de pH, 'pH.7', con 6 sin una cantidad efectiva de un

agente formador de particulas lipidicas, preferiblemente con la

cantidad efectiva y el agente formador utilizados para obtener el

antigeno.

C) Una etapa de recuperacién del antigeno, preferiblemente por

centrifugacion.

D) Una segunda 'etapa de adicién e incubabién, en la gue se agrega

al aﬁtigeno centrifugado una cantidad efect.iva‘de un anticuerpo

preferibiemente seleccionado .entre anticuerpos de cabra anti-lgG,

igA e IgM o anti Fc de IgM Ide raton bonjugado a una sustancia o

substrato fluorescente, preferib!eménte isotiocianato de fluoresceina

(FITC), para tener una dilucion final entre 1.25 y 1:3500,

&
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incubandose la mezcla obtenida durante 0.5 a 1.4 &

~obscuridad a una temperatura entre 35 y 40°C.

| | | ‘_ ng tuto
E) Una segunda etapa de lavado del antlgfeno cjon. urtl‘5 ée au&gfgg?eeggg
pH, pH 7, con o sin una cantidad efectiva de un agente formadéhierial
particulas lipidicas, preferiblementé con la mismé cantidad y el
mismo agente forﬁador utilizados para obtener el antigeno.
F) Una etapa de suspenSién y andlisis, en la gue el antigeno se
suspende en g'ng solucion reveladora, seleccionada preferiblemente

entre FACS Fiow (Beckton Dickinson Co.) vy Haema Line 2

(Serotono-Baker Diagnostics, 1 NC), en una relacién desde 0. 1
hasta 10 moles del antigeno en‘ 10007 ml de la solucion, dicha
solucién siendo preferiblemente filtrada previamente con un filtro de
0.22 um de diametro de poro, analizandose la mezcla obtenida en
un citbmetro de flujo, preferiblemente con rayo laser de argén de'
488 nm.

E_n' una modalidad preferida, la suspeﬁsic’m del antigeno se obtiene
suspendiendo el antigeno en una solucién reguladora de pH, a pH 7, en una
relacion de 0.5 a 5 moles por litro de solucién reguladora de pH. |

Por lo que sé refiere a los metodos de deteccion de particulas no
lipidicas en células en estados fisiologicos particulares, el método de
inmunofluorescencia indirecta para células, aplicable cuando el antigeno es una
celula, cbmprende las siguientes etapas:

A) Una primera etapa de adicién e incubacién, en la que se coloca

una cantidad efeétiva del antigeno, preferiblemente IxI0° células, en

un cubre objetos dentro de una caja de cultivo celular y se incuba en
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atmosfera que contenga una cantidad efectiva d

temperatura entre 35 y 40°C hasta alcanzar un 90% con "i?tu't P

Mexicano
dela Propiedad

celular. 8
B) Una primera etapa de lavado que cons:'iéte e!n lavar el a%?iﬁ“e!ﬁéf ia!
con un medio de cultiyo adecuado, preferiblemente repitiéndose 2
veces, y con una solucién reguladora de fosfatos, pH 7.4, en
condiciones de esterilidad,

C) Una segunda etapa de adicion e incubacién, en la que se agréga
al antigeno una cantidad efectiya de un portador de anticuerpos,
preferiblemente de ‘50 a 200 pl sin diluir, o bien, con una dilu_c:ién |
maxima de 1:2; incubandose en una atmdsfera que contenga una
cantidad efectiva de CO0; ddrante 0.5 a 1.5 h a una temperatura de
35 a 40°C.

D) Una segunda etapa'de lavado que consiste en tavar el antigeno'
con una soluéién -regulador'a de fosfatos, pH 7.4, por io menos 3
veces.

E) Una tercera etapa de adic;i_éh e incubacién, en la que se agr.e'ga
al antiggno una cantidad efectiva dé un anticuerpo seleccionado
preferiblemente entre anti;:uerpos de cabra anti-lgG, IgA e IgM o
anti Fc de IgM de ratén, conjugado a FITC, incubandose el antigeno
en una atmosfera que contenga una cantidad ‘efectiva de CO»
durante 0.5 a 1.5 h a una temperatura de 35 a 40°C.

F) Una tercera etapa de lavado que consiste en lavar el antigenp
con una solucion reguladora de fosfatos, pH 7.4, preferiblementé

repitiéndose 3 veces.
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G) Una etapa de andlisis en la que el cubreobjetos se |

portaobjetos  para observarse en  un mlcroscoplo W%iituto-

! . , ‘- H ' ﬁﬁla}: |
epifluorescencia y optica de Nomarski. dela amg}gggzg

in
En una modalidad especifica, la cantidad efectlva de COz es de 5% usir;a’

| 3 5 volumen con respecto al aire, mientras que la cantidad efectiva de solucién

| regﬁladora de fosfatos es de 1‘0 ml. '

| .

= Cabe sefialar que en la descripcion de dichas técnicas el término

| “portador del anticuerpo” se refiere a cualquier fluido susceptible de contener
énticuerpos anti-particulas lipidicas, como puede_ ser un suero, una solucién o una

10 suspension, mie_ntraé que el termino "éntigeno“ se refiere a aquellas estructuras
susceptibles de contenef particulas lipidicas tales como liposomas o células.

Adicionalmente, es importante sefialar que en una modalidad especifica

de la presente invencion, antes de iniciar cualquier método de deteccion, se
realiza una inactivacién-dei sistema del fnediante temperatura, preferiblemente

15 sometiéndolo a temberaturas entre 50 y 60°C durante 15 a 60 minutos.

Otro de los aspectos de la presente invencion esun kit o instrumento de

I

P diagnostico in vifro de enfermedades relacionadas con anticuerpos antifosfolipidos
i

|

)

Gtil para realizar el método de [a presente invencion que incluye por o menos un
reactivo indicador de la presencia de particulas lipidicas y/o anticuerpos anti-

20 particulas lipidicas en una muestra -de un sujeto que no presenta anticuerpos

anticardiolipina, anticoagulante lGpico, anti-ADN —o antinucleares; medios para
permitir la reaccién de la muestra con el reactivo; y, medios para hacer evidente
dicha reaccién.

En una modalidéd preferida, el reactivo se selecciona entre liposomas

- 25 con particulas lipidicas en su superficie, células neoplasicas y anticuerpos
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monoclonales anti-particulas lipidicas.

La manera preferida de aplicar la presente invencion es media

summfstro de los anticuerpos monoclonales que aqui se preseagT8 M%é;:ggng
. a

composicion farmaceutlca que los contiene, en donde se proporciona una caﬂﬁdad’ rial

terapéuticamente efectiva con un régimen de dosis unitaria conveniente a un

individuo que padece de enfermedades relacionadas con anticuerpos

“antifosfolipidos, dicho régimen se puede ajustar de conformidad con el grado de

afliccion.
La preparacion de una composicién farmacéutica que incluya a los
anticuerpos monoclonales de la invencién, se puede llevar a cabo mediante el

empleo de técnicas estandares bien conocidas por los expertos en la materia en

combinacién con cualesquiera de los portadores farmacéuticamente aceptables

descritos en el estado de la técnica, incluyendo, pero no limitando al almidoén,
glucosa, lactosa, sacarosa, ge'latina, malta, arroz, harina de trigo, tiza, silica-gel,
estearato de magnesio, estearato de sodio, talco de monoestearato de glicerilo,

cloruro de sodio, giicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. Estas

composiciones pueden tomar la forma farmacéutica de soluciones, suspensiones,

tabletas, pastillas, capsulas, polvos y forml._llacién de liberacion prolongada y los

similares.

La descripcion anterior y los siguientes ejemplos tienen como propédsito
el ilustrar modos particulares de lievar a cabo la invencion y nc deben ser

considerados como limitativos del alcance de proteccion de la misma.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Obtencién de hibridomas por fusion de células P3x63Ag8U.1 con
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células de bazo de un raton BALB/c productor de anticuerpos g

lipidicas. | - Instituto
: Maxi
El bazo de un ratén hembra BALB/c en cuya muestradgqaspﬁrap§§§23 '

detectaron anticuerpos antiéparticulas lipidicas en una diI;.lcic’)n 1:40, fue eﬁ)ﬁ%y (o} iria!
en condicioﬁes de esterilidad y se coloco en una caja de petri, agregandosele 6 ml
de medio DMEM incompleto. Con unaé pinzas de puntas romas, se disgrego
hasta obtener una suspensién celular, la cual se transfirié a un tubo falcon de 15
rﬁ[ y se dejo en reposo para que sedimentaran los residuos gruésos. A
continuacion la suspensién celular se transfirié é otro tubo falcon y centrifugd a 17

x g durante 7 min. Posteriorrﬁente se decanto y las células se resuspendieron por
agitacion suave y se diluyeron por la agregacién gota a gota de 10 mi de medio
DMEM incompleto. La preparacidn celular se centrifugé como ya se indicg, Vse.
decantd y se le agregaron 4 ml de NH4CI'0.16. M para lisar los eritrocitos. En este
paso el tubo se incub6é a 37°C y se rotd con suavidad | duran te 4 min.
Posteriormente se agregaron 6 ml de medio DMEM incompleto y se centriﬂjgc’) a
17 x g por 7 min, se decanté y el paquete celular se resuspendio en 10 ml de
medio DMEM incompleto que se mantuvo a temperatura érhbiente hasta su uso
(Kéhier y Milstein. 1975).

Por otra parte,' tas células de mieloma P3x63Ag8U.| se colectaron de |¢:ElS
cajas de cultivo en tubos falcon y se tomaron alicuotas que fueron tratadas con el
colorante azul de tripano y se contaron, al igual que las células del bazo del raton
BALB/c inmune, en una camara de Neubauer. . La viabilidad de ambos tipos
celulares fue mayor al 85%. Las poblagione_s celulares de P3x63Ag8U.| y de bazo

del raton inmune se centrifugaron a 17 x g durante 5 min. Después se mezciaron

en una proporcion celular 1:1, con 36 x 106 células de cada tipo y se lavaron con
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10 ml de medio DMEM incpmpieto. Una vez hecho esto,‘ se -de'cant
"medio de cultivo y el paquete celular se disgregé con suavidad. Poserirergtgtuto
- agregd gota a gota, durante 1 min, 1 ml dela solucién de pol:etrlen%@qyﬂogggggg
agité manualmente durante 1.5 min y se aftadio en 30 ség 1 r:11 de medio B}\ﬁEﬁma! |
5 incompleto, con rotacién lenta del tubo. A continuacion, se agregaron 3 ml de |
DMEM incomplef-o durante 30 seg con rotacion del tubo, después se agregaron 16
ml del mismo medio durante 1.5 min y con agitaciéh sﬁave, finalmente él volumen -
se llevo a 40 miy se incﬁbé siﬁ agitacion durante 5 min a temperatura ambiehfe.

Posteriormente se centrifugdé a 17 x g durante 5 min. Se decanto y se lavo una

10 vezcon 40 mide 'rnedio DMEM incompleto. Ei paquete celular se resuspendié en

N

30 ml del medio de seleccion DMEM-HAT, se tomaron alicuotas de 100 pl de esta
suspension celular y se colocaron en los 96 pozos de cada una tres placas de

cultivo celular que 24 ‘horas antes de la fusién se habian sembrado con

macrofagos. Las placas de cultivo se incubaron a 37°C, en atmoésfera con 5% de

15 C02.Alosb5y8 dias después'de la fusion los hibridos se alimentaron con 50 pl ‘de
medio DMEM-HAT, a los 11 dias se les cambid el medio por 100 ul de ‘DM‘EM-HT.
Cuando los hibridos se desarrollaron, se tomaron los sobrenadantes y

se analizaron por el método de ELISA—Ii.posom;il. De todos lo hibridos que dieron

resultados positivos se tomaron muestra celulares y se congelaron a -70'C en

20 nitrogenc liquido. Posteriormente se eligieron 8 hibridos que dieron la
inmunorreacion de mayor intensidad y se transfirieron por duplicado a placas de

cultivo celular de 24 pozos, para obtener mayor cantidad de sobrenadantes y

determinar la presencia de anticuerpos anti-particulas lipidicas por ELISA-

liposomal.

25 Los hibridomas que dieron titulos mas altos de anticuerpos anti-
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particulas lipidicas se volvieron a clonar en placas de cultivo celul & g
Los hibridos que - se desarrollaron, se analizaron para detectar a!ﬁ}éﬁiﬁlto
‘ exicano
productores de anticuerpos anti-particulas lipidicas por ELISAaIipo'm%ﬂ ﬁ?ﬂ@@iﬁdad
' . ;o industria!
dieron los titulos mas altos de estos anticuerpos se cuitivaron en botellas de 250
5 ml para la obtencion masiva de los sobrenadantes que contienen dichos
anticuerpos.

Asi mismo, los hibridomas se inocularon en ratones BALB/c para la

obtencion de liquido ascitico que contenga una alta concentracion de anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se caracterizaron en cuanto al

10 isotipo y se purificaron por precipitacién con acido bérico para su uso en ensayos

de ELISA liposomal, citofiuorometria e immunofluorescencia indirecta.

Ejemplo 2. Determinacion de la especificidad de los anticuerpos monocionaies y
policlonales que reconocen las asociaciones moleculares lipidicas de no bicapa
15 mediante ELISA liposomal.

En este ensayo se analizd la especificidad de los anticuerpos

! > - monoclonales en contra de particulas lipidicas. Para ello se empled el ensayo de
Bl - j ELISA empleando liposomas con lipidos definidos, los anticuerpos monoclonales y
policlonales en contra de particulas lipidicas y un anticuerpa monoclonal del

20 - isotipo IgM con especificidad totalmente diferente a la de los anticuerposr

monoclonales en contra de particulas lipidicas {Ortega-Pierres, y col., op -cit.

1984).
El ensayo de ELISA se lleva a cabo empleando liposomas que tienen

L-fosfatidilcolina y L-o acido fosfatidico de acuerdo al metodo descfito para ELISA

25 liposomal, en' esta modalidad se empled el sobrenadante de hibridomas que
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contiene anticuerpos monoclonales en contra de asociaciones lipidi

- | Institute
una difucién 1:2, los sueros colectados de animales inmunizados con pgﬂé@f@té%ur:g

dela Propiedad
, Indusirial

Los resultados muestran que los anticuerpos monoclonales presentan e

lipidicas se diluyen 1:50. #

una ‘reactividad mayor con las estructuras de no bicapa inducidas por Mn?*
mientras que el anticuerpo policlonal se une con menor avide;_; y reconoce a las
estructuras de liposbrnas lisos. El anticuerpo monoclonal no especifico no muestra
ninguna reaccion con liposomas lisos o que tienen una estructura de no biéapa.
Debido a que en los ensayos de rutina para medir anticuerpos .antifosfolipidos se
utilizan placas cubiertas con lipidos disueltos en etanol se determind la unién del
anticuerpo monoclonal a fosfolipidos purificados como L-fosfatidilcoiina, L-o acido
fosfatidico y cardiolipina. Los résultados muestran’ que el anticuerpo monocicnal

no interacciona con placas cubiertas con estos lipidos mientras que el anticuerpo

~policlonal si lo hace. Estos resultados sugieren de fuertemente que los anticuerpos

monoclonales interaccionan con supetficies de lipidos no planos. Figura 2.

Ejemplo 3. Deteccion de anticuerpos coﬁtra lipidos en asociaciones de bicapa o
de particulas lipidicas en sueros del individuos con el siﬁdrome de antifosfolipidd,
primario o secundario y sueros de control.
Se utilizaron como antigenos liposomas de fosfaridilcolina:fosfatidato
(2:1) en Tris-NaCl ‘(10mM~1mM) solos o incubados con GaCIzi o MnCl; 5mM
duranté 30 min a 37°C.
| Los sueros ‘de los pacientes con el sindrome de antifosfolipidos primario

o secundario se analizaron para determinar la presencia de anticuerpos dirigidos

contra las particulas’lipidicas. Como controles negativos se utilizaron sueros de
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donadores del banco de sangre.

Se emplearon tubos de uliracentrifuga (Beckman ulira-cle ripﬁé’.ﬁ’to

exicans
344060) de 14 x 95 mm. en los cuales se colocaron liposomas a coft@igisidedad
) ) Indusiria!

0.1 umol del lipido cénico en 100 pl de regulador de TS a pH 7.0; posteriormente

se adicionaron sueros de los pacientes o de los donadores, que previamenie

fueron descomplementados a 56°C por 30min, a una dilucién final de 1:80, estas

preparaciones se incubaron durange 1 h a 37" °C. Después de la incubacion, los
I_iposomas se lavaron con regufador de TS solo o con CaCl, 6 MN Cl; 5 mM, y se
centrifugaron 50 min a 202,000 x g. A continuacién se eliminé el sobrenadante, y
la pastilla de liposomas se resuspendié en 100 ul de TS pH 70 Posteriormente
se agregé el segundo anticuerpo anti;lgG, lgA e IgM de humano conjugado a
isotiocianato'de fluoresceina a una dilucién 180 y se incubd 1 h a ‘37°C en
oscuridad; después de la incubacién iaé preparaciones se lavaron como se
describié anteriormente. Por dltimo, ié pastilla de liposomas se resuspendid en
1,000 pl de TS pH 7.0, |

Los antigenos que se incluyeron fueron: del segundo anticuerpo

~conjugado a FITC y el de liposomas; a ambos se les aplicd el tratamiento descrito

para la reacciéh de los anticuerpos de los sueros de los pacientes excepto que no
ée les agrego el suero, ni el segundo anticuerpo conjugado a FITC para el testigo
de liposomas. Cuando se trabajo con Mn** 6 Ca?, se‘agregaron los siguientes
testigos, el testigo de conjugado con el cation divalente y el testigo de liposomas
tratados con el cation divalente. Como control positivo, se embleé ta reaccion del
anticuerpo monoclonal H-308 con los liposomas qdé llevan particulas lipidicas.
Las prepa'raciones liposomales obtenidas se colocaroln en tubos para

citometria de 12 x 75 mm (Elkay Products, Inc.) y se leyeron en el citofluorémetro
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FACScalibur equipado con rayo laser de argén de 488 nm (Beckt
. .

SUeeSituto
parémetros en el citofluorometro: FSG-H EQ0, SSC-H A 401 V. FL1-H 2 %@ﬁﬁigﬁgggg
threshold de FSC-H en 52. Finalmente se hizo el anélisfé de los datos Obtéﬂfégéﬁf ial
con el Iprograma de Celisquest (Beckton Dickinson).

Los resultados del anéjisis de la inmunoreaccion de los sueros de los
pacientes con lupus eritomatoso generalizado (LGE}), con sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos (SAAF) o con SAAF secundario a LGE empleando liposomas
tratados con calcio mostré una ﬂu_oreécencia 20 a 40 veces mayor que la reaccion
de los sueros control con esos antigenos liposomales. Los sueros de donadores
del banco de sangre no presentaron reaccién con las particulas lipidicas ya que
[05 ‘resultados de fluoréscenciia obtenidos fueron semejante a los de

autofluorescencia de liposomas control incubades en Tris NaCl y tratados con

calcio.

Ejemplo 4. Deteccion de particulas lipidicas en células eucarionticas.

| La deteccion de particulas en células neoplésicas C5337 prqvenientes
de cancer de pa’ncreas' se llevd a cabo por el método de inmunoflucrescencia
indirecta.

En una caja< de cultivo celular P60 se colocd un cubreobjetos esteril por
cada ensyo que se realizd; se agregardn aproximadamente 1X10° células de la
Ifnea celular de céncér de pancreas las cuales se dejaron adherir y crecer.

Cuando se obtuvo aproximadamehte 90%‘ de confluencia celular en los
cubreobjetos, las células se lavaron 2 veces con medio DMEM incompleto y una

vez con dos mi de regulador de fosfatos de pH 7.4 estéril. Posteriormente las
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células se fijaron con 1 ml de solucion de glutaréldehido 0.2%-forg
durante. 5 min. y se IavarOnIS veces con dos ml de regulador d&- e prd
instituto

continuacion se agregaron 200 ml. de los sobrenadantes del hlbndg ?akgégggggg
diluir y se incubé 1 hr a 37°C. Posterlormente los cultivos se. Iavaron 3 vecesTtoHktrial
mi de regulador de fosfatos y se les agregd 200 i de una dilucién 1:100 del
anticuerpo anti-Fc de IgM de raton conjuéado con FITC. Estas prépafacioneé ée
incubaron 1 h a 37°C después se lavaron 3 veces con regulador de fosfatos.
Finalmente, los cUbreobjetos se montaron en pdrtaobje,tos con regulador de |
fbsfatos, se sellaron con barniz transparente y se observaron en microscopio de
epiflubrescendia y Optica de Nomarski (Nikon optiphot-2) con objetivos 20X y 40X.

Los resultados mostraron qgue las células neoplasicas se mércan bésicamente de

dos maneras: (1) células en las cuales se obsewéron zonas con una fuerte
intensidad de fiuorescencia Idcalizada en pequefos puntos. En algunos casos se
encontrd qué los puntos d'e fluorescencia correspondian a las posibles zonas de
unic’)h entre las células. Asi mismo se observaron células que se marcaron en toda

la superficie. En estos casos la célula presentaba una morfologia redonda la cual

corresponde a células no adheridas la placa de cultivo indicando que estas células

estaban muertas o en apoptosis, o no adheridas a otras células debido al p'roc‘eso.,

de division celular. La intensidad de la fluorescencia fue mayor encima dei nlcleo

p.ero se localizd practicamente en foda la su»perﬂcie celular (Figura 3), los controles
que se incluyeron en este analisis fueron células que se incubaron Unicamente con
el segundo anticuerpo mostrando una fluoresqencia muy tenue que puede
corresponder a la unién inespecifica del antibuerpo.

De conformidad con lo anteriormente deScrito, se podra observér que el

uso de los anticuerpos obtenidos a partir de estructuras lipidicas diferentes a la
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tratamiento 'de enfermedades han sido ideado para permiti

e b it e
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bicapa para determinar estados fisiolégicos celulares y para

1NSUUT0

temprana de enfermedades relacionadas cen anticuerpos antifosfolipid%é@ﬁ?%‘@r@ﬁ
. , dela Propiedad

evidente para cualquier experto en la materia que las modalidades quénaqietseal

presentan, son Unicamente ilustrativas mas no limitativas de la presente invencién,

ya que son posibles numerosos cambios de consideracion en sus detalles sin

apartarse del alcance de la ihvéncién.

Aln cuando se ha ilustrado y descrito una modalidad especifica dé la
invencién, debe hacerse hincapié en que son posibles numerpsaé modiﬁcacibnes
a la misma, como pueden ser el uso de diferentes cepas de ratones, lipidos para
obtener los liposomas, rﬁétddos de inmunizacién y métodos de obtencidén de
Hibridom’as, diversos reactivos para el instrumento de diagndstico y/o diversas
enfermedades relacio’nédés coh anticuerpos antifosfolipidos. Por o tanto, la
presente ‘invenci()n no debera ﬁonsiderarse como-restringida gxcepto por lo qué

exija la técnica anterior y por el espiritu de las reivindicaciones anexas.
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Una linea celular de hibridoma depositada en la Collection Nationale de Clgtifuto
_ Maxicano
de Microorganismes del Instituto Pasteur (CNCM) con el nimero dedécle®Rronadad
< indusirial

[-2537,

Un anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma de

conformidad con la reivindicacion 1, el cual reconoce especificamente estructuras

lipidicas diferentes. a la bicapa” en membranas celulares y no presenta

inmunorreaccién contra fosfoli’pidos purif_icados seleccionados del grupo que

consiste de L-a-acido fosfatidico, L-o-fosfatidilcolina y cardioiipina.

Una composic_ién farmaceéutica caracterizada porque comprende el antjcuerpo

monoclonal de conformidad con .Ia reivindicacion 2 como ingrediente activo y un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un meétodo de obtenc'ién de la linea celular de hibridoma de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizado 'porque comprende las etapas de:

a) Fusionar células murinas de bazo sensibjlizadas con liposomas que contienen
estructuras lipidicas diferentes a la bicapa en membranas ce[ulafes, con c_é;ll]las
de mieloma de raton P3X§3 Agk8u.1 péra obtener hibridomas productores de
anticuerpos, y ‘ ‘ |

b) Seleccionar aquellos hibridomas obtenidos en a) que produzcan anticuerpos
que reconozcan liposomas que contienen estructuras lipidicas diferentes a la
bicapa en membranas celulares y que no presenten inmunorreaccion contra
fosfolipidos puri'ficados-sel.ec_:cionados del_grupo que consiste de L-a-acido

fosfatidico, L-a-fosfatidilcolina y cardiolipina.



5.

40 * :
El método de conformidad con Ia reivindicacién 4, caracteri

ey

liposomas utilizados en el paso ay, son liposomas de fosfatidil: fosfatldatoag%imo
Droporcron pip 2.1y tratados prewamente con Mn2+ . . dela éfﬁggzg "

El método de conformidad con la relvmdlcamon 4, caracterizado porque Ias céﬁﬁﬁﬂai
murinas de bazo y de_ mie]oma de raton son viables al menos en un 85% vy se
mezclan en una proporcion celular de 1:1,

Un método de obtencidén del anticuerpo monoclonal de conformidad: con "I

reivindicacion 2, caracterizado porque comprende las etapas de:

a) -Expandir la linea celular de hibridoma de conformldad con la relvrndlcamon 1 en
condrcrones tales que permltan la produccién de anticuerpos, y

b} Purificar los anticuerpos monoclohales obtenidos en a).

Un método de inmunodiagnés_tico.para detectar en un individuo el desarrolio

temprano de una enfermedad "re[acionada. con la presencia de estructuras Iipidica§

diferentes a la bicapa en membranaé célula.res y la no presencia de ant-icuerpos
anti-cardiolipina, anti-coagulante lupico, anti-ADN o anti-nucleares, caracterizado
porgue comprende las etapas de:

a) Mezclar . una muestra bioldgica del in‘dividuo, sospechosa de contener
estrpcturés lipidicas diferentes a la bicapa en membranas celulares, con el
anticuerpo‘ monoclonal de conformidad con la reivindicacion 2,

b) Afadir a la mezcla obtenida €N a) un reactivo detectable marcado Uil para
detectar la union del anticuerpo monoclonal a las estructuras lipidicas
diferentes a la bicapa en membranas celulares contenidas en la muestra del

individuo, y
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c) Detectar la presencia del anticuerpo monocional unido 1a

lipidicas diferentes & 2 bicapa en membranas celulares. Instituto

Mexicano
El método de conformidad con la reivindicacion 8, caractenzadodﬁﬁ&u’@?’ém%ﬁ%
indusirial.

detectable marcado comprende un antlcuerpo polivalente anti-humano unido a un
componente seleccionado del grupo que consiste de enzimas y fluorocromos, el
cual se une al anticuerpo monocional.
. El método de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizado porque el
anticuerpo polivalente antiQhumano\marc_ado comprende al menos un anticuerpo
seleccionac.:io del grupo que consiste de ahticuerpds IgG, IgM e IgA.
El métbdo de conformidad con la reivindiéacién 8, caracterizado porque se realiza
mediante un método seleccionado  del grupo qﬁe comprende ELISA,
cito.ﬂﬁorometr'ia, fnmUnoquorescéncia, Western- blot, rédioinmunoenéay' e
inmunoprecipitacion.
Un rﬁétodo de inmunodiagnc’)sticb para detectar en un individuc el desarrollo
temprano de una enfermedad relacionada con la presencia de estructurasl iipidicas
diferentes a la bicapa en membranas celulares y la no presencia de anticuerpos
anti-cardiolipina, anti-coagulante lUpico, anti-ADN o énti-nucleares, caracterizado
porgue comprende as etapas de: |
a) Mezclar una muestra bioldgica del individuo, sospechosa de contener
estructuras lipidicas diferentes a la bicapa en membranas celulares, con ei
anticuerpo monoclonal de conformidad con la reivindicacion 2 unido 'a un
componente séleccio_nado del grupo que consiste de enzimas y fluorocromos, y
b) Detectar la presencia del anticuerpo mqnoclonal -unidor a las estructuras

lipidicas diferentes a la bicapa en membranas celulares.
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13. El método de conformidad con la reivindicacion 12, caracterizado ( o 12

mediante un método seleccionado del grupo que comprende, IRBHfUto
| _ » Mexicano
citofluorometria, inmunofluorescencia, Wastern blot, radicinfit8dnEapdedad
| . S - ’ industrial
inmunoprecipitacion.

~ 14. Un estuche de inmunodiagndstico para detectar en un individuo el desarrollo
| terhprano de una enfermedad relacionada con la. presencia de estructuras lipidicas
diferentes a la bicapa en membralnas celulares y la no presencia de anticuerpos
anti-cardiolipina, anti-coagulante I(ipico, anti-ADN o anti-nucieares, mediante la

deteccién directa de dichas estructuras, caracterizado porque comprende:

a) El anticuerpo mon'ocllonal de conformidad con Ié reivindicacién 2,

b) Un reactivo d.etrectabler marcado Util para detectar la union del anticuerpo
monaoclonal a las estructuras lipidicas diferentes -a la bicapa en membranas

celulares contenidas en la muestra biolégica del individuo, y

c) Una solucién buffer como un medio para permitir las condiciones adecuadas

para la union del anticuerpo monoclonal a las est‘ruptur.as lipidicas diferentes a

la bicapa en membranas celulares contenidas en la muestra biologica del
individuo.

15. El estuche de diagnostico de conformidad con la reivindicacion 14, caracterizado

porque el reactivo ‘detectable marcado comprende un anticuerpo polivalente anti-

humano unido a un componente seleccionado del grupo que consiste de enzimas y

fluorocromos, el cual se une al anticuerpo monoclonal.

16. El estuche de diagndstico de conformidad con ia reivindicacion 15, caracterizado

porque el anticuerpo polivalente anti-humano marcado comprende al menos un

anticuerpo seleccionado del gru'po que consiste de anticuerpos IgG, IgM e IgA.




temprano de una enfermedad relacionada con la presencia de estructuras hhmtauto

Mexicano
dn‘erentes a la bicapa en membranas celulares y la no presenolacmlarfﬁmgm,ad

_ o Industrial
anti-cardiolipina, anti-coagulante |Upico, anti-~ADN o anti- nucleares medlante la

deteccion directa de dichas estructuras, caracterizado porque comprende:

a). El 'e.mticuerpo monoclonal de conformidad con la reivindicacion 2 unido a un
componente seleccionado del grupo que'consistel de enzimas y fluorocromos, vy
b) Una\sotucién buffer como l;n m\edio para permitir Iés_condiciones adecuadas
* para la unién del anticuerpo.' monoclonal a las estructuras Iipid'iCas_diferentes a
la bicapa en membranas celulares cbntenidas en la muestra biolégica del
‘ individ‘uo. |
18. El uso del anticuerpo monoclonal de conformidad con la reivindicacion no. 2 para
preparar una composicion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades
relécignadas con la presencia de anticuerpos que reconocen estructuras Iipl’dicas
diferentes a la bicapa en membranas celulares.
19. El uso de conformidad con la reivindicacién 18 donde las enferme'dades
relacionadas se seleccionan del grupo que comprende sindrome de’ anticuerpos
. antiffosfolipidos (SAAF) primario o secundario, vasculitis, artritis reumatoide, lupus
eritematoso generalizado (LEG), neoplasias del tipo del carcinoma en el higado u
ovario, linfomas, Ieuéemias, desérdenes mieloproliferativos, mononucleosis |
infecciosa, sindfome de inmunodeficiencia adquirida, sifilis, malaria e infarto al
miocardio.
20. El uso del anticuerpo monaocional de conformidad con la reivindicacion no. 2 como

control positivo en un método de diagnostico que permita la deteccion de
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anticuerpos anti-estructuras lipidicas diferentes a Ia bicapa e

tituto

cel'u_Iares en muestras biologicas de animales que presentan enfe
. L . ‘ Mexicano
relacionadas con la presencia de dichos anticuerpos. 7 de ia Propiedad

o o , . indusiriaf
El uso de conformidad con la reivindicacion 20 donde el método de diagndstico se -

selecciona del grupo.que comlp;r'endc_a ELISA, citofluorometria, inmuhoﬂuorescencia,

Western blot,#adioinfnunoensag}o e inmunoprecipitacion.

El uso de conformidad con la reivindicacion 20 donde la deteccidén de anticuerpos
anti- estructuras lipidicas diferentes a la bicapa en membranas celulares, se realiza

en etapas tempranas de la enfermedad. |

Un meétodo de detecdén especifica de estructuras lipidicas difereﬁtes a la bicapa

en membranas celularés de células eucariontes, caracterizado porque comprende

|las etapas de:

a) Mezclar una muestra de membranas de células eucariontes con el anticuerpo

menoclonal de conformidag con '}a reivindiéacién 2,

b) Anadir a la mezcla obtehida en a) un reactivo detectable marcadc Uil para
- detectar la uni‘én del anticuerpo monoclonal a las estructuras lipidicas
difefentes a la bicapa en membranas celulares contenjdas en la muestra, y

c) Detectar la presencia del anticuerpo monoclonal unido a las estructuras

lipidicas diferentes a la bicapa en membranas celulares.

El método de conformidad con la reivindicacion 23, caracterizado porque el

reactivo detectable marcado comprende un anticuerpo polivalente anti-humano
unido a un componente seleccionado del grupo gque consiste de enzimas vy

fluorocromos, el cual se une al anticuerpo monoclonal.
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El método de conformidad con la reivindicacion 24, caracteri

anticuerpo polivalente anti-humano marcado comprende al menoS-un an ?ai’ﬁto

Msxicano
dela Propiedad

El método de conformidad con ia reivindicacion 23, caracterizado porque s?@%éﬁ%ﬁia!

seleccionado del grupo que consiste de antic{}uerpos IgG, IgM e gA

mediante un método seleccionado del grupo que cdmprénde ELISA,

citofluorometria, inmunofiuorescencia, Western blot, radioinmunoensayo e

inmunoprecipitacion. |

Un método de deteccion especifiéa de estructuras lipidicas diferentes a la bicapa

en merﬁbranas _celulares de célulras*eucariontes, caracterizado porque comprende

las etapas de: ‘

a) Mezclar una muestra de membranas de células eucariontes con el anticuerpo
fnonoclonai de conformidad con la reivindicacion 2 unido a un componente
seleccionado del grupo que cohsiste de enzimas y fluorocromos, y

b} Detectar la presencia del anticuerpo monoclonal unido a las estructuras
lipfdicas d_iferentes a la bicapa en membranas celulares.

El método de conformidad con la reivindicacion 27, caracterizado po'rque se realiza

mediante un método  seleccionado \del grupo que comprende ELISA',"

citoflucrometria, inmunofluorescencia, Western blot,. radioinmunoenéayo e

inmunoprecipitacion, | |

Un método para la purificacic’ml del anticuerpo monoclonal de conformidad con Ia

reivindicacion 2 a partir de liquido de ascitis, caracterizado porque comprende las

etapas de:

a) Agregar acido bérico al liquido de ascitis y enfriar la mezcla resuitante hasta la

aparicién de un precipitado,



30.

- 31.

32.

33.

34.

35.

46 ;
b) Separar el precipitado resultante de a) y resuspenderlo en un ¥

de solucion flSlologlca y — .inttutd
Mexicano

‘¢) Eliminar el contenido de acido bérico de fa mezcla resultante en ,@é la Pmmedad

|
El método de conformidad con la reivindicacion 29, caractenzado porque Qea%sdtgm

bérico se ad|c:|ona en una concentracion p/p del 2%.
El metodo de conformidad con la réivindicacion 29, caracterizado porque el acido

bérico -y el liquido de ascitis se mezclan en una proporcién viv 10:1

-correspondientemente.

El método de conformidad con la reivindicacion 29, caracterizado porque en la
etapa a) la mezcla se enfria por lo menos a 4°C.
El método de conformidad con la reivindicacion 29, caracterizado porque la

solucion fisiolégica es-solucion salina de fosfatos.

El método de co'nformid.ad con la reivindicacion 29, caracterizado porque en la

etapa b) el precipitado se separa médiante céntrifugaclién a 45,000 X g por 20 min
a 4°C. ) |

E! metodo de conformidad con la reivindicaciéﬁ 29, caracterizadol porque en la
etapa ¢) el acido bérico se elimina mediante dialisis exhaustiva con solucién salina

de fosfatos.
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Resumen il §
: , g , _ _ instituto
La presente invencion esta relacionada con la obtencién de hibridomas murfgesciseno

#e la Propisdad

producen anticuerpos monoclonales contra particulas lipidicas de no bicapa, lARbisRa!
conocidas como particulas lipidicas en liposomas. Los anticuerpos manoclonales fueron
5 obtenidos por la fusién de células de bazo de ratones BALB/c que fueron inmunizados

con liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1) unilamelares que llevan parﬂc_ﬁlas

lipidicas inducidas por Mn*?y células de mieloma de la linea P3X63 Ag8U.1. Asi mismo,
en [a presente invencion se ha probado el uso de dichos anticuerpos en ensayos de
ELISA para detectar asociaciones lipidicas de no bicapa, tanto en células animales

.k :
10 como de plantas, de aqui su potencial uso en la prevencién y tratamiento de-

enfermedades que cursan con la produccion de anticuerpos anti-fosfolipidicos.

20
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