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Introduccion. El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos
(SAAF) se caracteriza por €l desarrollo de trombosis arterial
y venosa, por trombocitopenia, pérdida fetal recurrente y por
la presencia de anticuerpos antifosfolipidos. Puede ser
primario cuando los pacientes presentan fundamentalmente
las caracteristicas indicadas, o es secundario cuando esta
asociado con otras enfermedades, como enfermedades
autoinmunes, como €l lupus eritematoso sistémico (LES),
con enfermedades parecidas al lupus que son inducidas por
algunos f&rmacos como la cloropromacina, la quinina y la
procainamida, o con algunas enfermedades infecciosas,
como el VIH, y neoplasicas[1].

El LES es una enfermedad autoinmune que se caracteriza
por la presencia de anticuerpos anti-nucleares, anti-DNA y
anti-histonas, por el depésito de complejos inmunes en
diferentes tejidos, por inflamacién y vasculitis. Los 6rganos
mas afectados son la piel, los rifiones y el sistema nervioso.
En la piel hay exantemas, especialmente en la cara en donde
se desarrollan lesiones en forma de ala de mariposa. Cuando
el LES se asocia a SAAF también se detectan anticuerpos
antifosfolipidos, asi como la patologia indicada para el
SAAF primario[1, 2].

Los anticuerpos antifosfolipidos descritos en el SAAF son
muy heterogéneosy en general pertenecen a dos grupos: los
anti-cardiolipina y los anticoagulantes. Los anti-cardiolipina
reaccionan con diferentes fosfolipidos ademéas de con la
cardiolipina. Algunos anticuerpos anti-cardiolipina muestran
reactividad con un conplejo formado por fosfolipidos
anionicos y la proteina plasmética ?,-glicoproteina | @»-
gpl), o incluso con la ?,-gpl sola, en lugar de con los
fosfolipidos. Los anticuerpos anticoagulantes prolongan el
tiempo de la coagulacion a interferir con las reacciones
dependientes de fosfolipidos de |a cascada de la coagul aci 6n.
Adicionalmente se han detectado anticuerpos diferentesalos
anti-cardiolipina, como los que reconocen a la fosfatidil-
etanolamina asociada a proteinas y los anticoagulantes que
reconocen a fosfatidilserina asociada con protrombina,
proteina C, proteina S o con anexinaV [3, 4, 5].

Nuestro grupo de investigacion ha detectado un nuevo tipo
de anticuerpo en los pacientes con LES asociado al SAAF,
estos nuevos anticuerpos identifican lipidos en asociaciones
moleculares diferentes a la de bicapa de la matriz
membranal, que se conocen como “particulaslipidicas’ [6].
Las particulas lipidicas son protuberancias formadas en
membranas celulares y en membranas experimentales como
los liposomas, por fosfolipidos que se encuentran en una
asociacién molecular diferente a la de la bicapa (Fig. 1).

Estos fosfolipidos son de forma molecular conica como la
fosfatidiletanolamina, €l fosfatidilglicerol, € fosfatidato, la
fosfatidilsering, y la cardiolipina. Las particulas lipidicas son
transitorias, es decir, no son permanentes, ya que los lipidos
que las forman vuelven a rearreglarse en bicapas. Su
formacion es estimulada por farmacos como |os que inducen
enfermedades parecidas a |upus en humanos (procainami da
y cloropromacina), por algunos antibidticos, cationes
divalentesy péptidos no-polares[6-8].
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Fig. 1. Micrografia al microscopio electronico de criofractura de
particulas lipidicas y su representacion esquematica. A. Se
muestran las protuberancias de las particulas lipidicas (flechas) en
la superficie de un liposoma, aisladas o asociadas en cordones. B.
Esquema que muestra la estructura de una particula lipidica
formada por una micela invertida insertada en la bicapa de lipidos.

Las particulas lipidicas y los lipidos en bicapa son las dos
asociaciones moleculares de los lipidos que se encuentran en
las membranas celulares. La asociacion de bicapa es la mas
abundante y permanente, en tanto que la de particulalipidica
Se encuentraen menor proporciony estransitoria[6-9].

Los lipidos asociados en particulas lipidicas participan en la
fusién entre membranas, en uniones entre células, en la
activacion de proteinas membranales, en sefidles de
activacion del metabolismo celular [6-10] y son
inmunogénicas, ya que se han obtenido anticuerpos poli y
monoclonales, como el H308, con especificidad por dichas
estructuras|[6, 9].

La deteccién de anticuerpos anti-particulas lipidicas en los
pacientes con LES asociado al SAAF, sugiere que en dichos
pacientes las particulas lipidicas se han hecho permanentesy
por ello han inducido una respuesta inmune que lleva a
formar anticuerpos que identifican a dichas particulas
lipidicas. También sugiere que estos anticuerpos pueden
participar en €l desarrollo de esta enfermedad autoinmune.



Con base en lo anterior, €l objetivo de esta linea de
investigacion es, determinar la participacion de los lipidos
asociados en particulas lipidicas como inductores de la
formacién de anticuerpos anti-particulas lipidicas vy
determinar la participacién de estos anticuerpos en el
desarrollo del lupus humano, asi como de un modelo
experimental del lupus; asimismo, establecer métodos de
diagndstico basados en este nuevo tipo de anticuerpos y
métodos de tratamiento basados tanto en bloquear a dichos
anticuerpos, como en evitar que se formen en €l paciente o
en e modelo experimental. Lo que lleva en conjunto a un
conocimiento de la biomedicina molecular de este tipo de
enfermedades, que permite disefiar métodos de diagnéstico y
de tratamiento que mntribuyan a mejorar la calidad de vida
de los pacientes.

Metodologia La estrategia experimental desarrollada se
basa en:

1) La caracterizacién de los antigenos liposomales que
llevan los lipidos asociados en particulas lipidicas por
microscopia electrénica de criofractura [11], por resonancia
magnética nuclear (NMR) de 3P [11, 12] y por
citofluorometria. Estos antigenos liposomales se utilizarén
en la deteccién de anticuerpos anti-particulas lipidicas en el
suero de pacientes y de los animales de experimentacion, por
metodol ogias disefiadas por nuestro grupo de investigacion
[6,9].

2) El desarollo y la caracterizacion de un modelo
experimental del lupus en ratones BALB/c y NIH, a través
de laadministracion alos ratones de farmacos que inducen la
formacién de particulas lipidicas en membranas celulares y
liposomales, o por la administracién de las particulas
lipidicas inducidas por estos farmacos en liposomas, o por la
administracion de anticuerpos monoclonales  con
especificidad alipidos asociados en particulas lipidicas.

3) Ladeteccion de autoanticuerpos en el suero de pacientesy
de los ratones con lupus por metodologias descritas en la
literatura: especificamente de anticuerpos anti-cardiolipina
[13], anti-nucleares [14] y anticoagulantes [15].

4) H desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico del lupus
humano y del lupus murino basados en los antigenos
liposomales que llevan los lipidos asociados en particulas
paraladeteccion de los anticuerpos anti-particul as lipidicas.
5) El desarrollo de nuevos métodos de tratamiento del lupus
murino basados tanto en bloquear a los anticuerpos anti-
particulas lipidicas que se producen en los ratones, como en
evitar que se formen los anticuerpos anti-particulas lipidicas
en e modelo murino. Con la findidad de que estas
metodol ogias se puedan aplicar al tratamiento del LES en €
humano.

Resultadosy discusion.

Deteccién de particulas lipidicas en los antigenos
liposomales. La presencia de particulas lipidicas en los
liposomas se demostré por 2 metodologias convencionalesy
por una desarrollada por nuestro grupo.

La microscopia electrénica de criofractura, que permite
analizar la superficie de las membranas [11], ha mostrado las

protuberancias de estas estructuras lipidicas Gnicamente en
liposomas que contienen un lipido de forma molecular
conica, como la fosfatidiletanolaming, €l fosfatidilglicerol, la
fosfatidilserina, el fosfatidato y la cardiolipina, y que han
sido tratados con un inductor de la formacion de particulas
lipidicas particularmente con los cationes cloropromacina,
procainamiday calcio.

En la Fig. 1 se presentan las particulas lipidicas inducidas
por calcio en un liposoma formado con fosfatidilcolina y
fosfatidato, asi como un esguema que indica el posible
arreglo de las moléculas de los lipidos en estas asociaciones
lipidicas.

La NMR de 3!P ha revelado espectros més angostos y
desplazados a campos magnéticos més bajos después de la
adicién alos liposomas de los inductores de la formacion de
particulas (Fig. 2), debido a movimiento isotrépico de los
lipidos conicos en las particulas lipidicas como se ha descrito
previamente[12].

L os espectros de liposomas que contienen los lipidos cénicos
cardiolipina o fosfatidilserina y particulas lipidicas formadas
en presencia de cloropromacina se presentan en la Fig. 2,
resultados similares se obtuvieron por NMR con los
inductores calcio y procainamida en estos liposomas.
Adicionalmente, demostramos que por citofluorometria
pueden detectarse claramente las particulas lipidicas en los
liposomas, debido a que éstos presentan una granularidad o
complejidad en sus bicapas mucho mayor que los liposomas
antes de la adicién delosinductores de particul as lipidicas.
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Fig. 2. Deteccidn de particulas lipidicas inducidas por
cloropromacina. Los espectros de NMR de 'P se obtuvieron de
liposomas formados de fosfatidilcolina (PC)/fosfatidato (PA) en
proporcion molar 2:! 'y de PC/fosfatidilserina (PS) (4:1)
incubados con regulador de Tris-salina (TS) solo o con
cloropromacina 2 mM. La citofluorometria se hizo con muestras de
liposomas preparados para NMR. Las lineas discontinuas indican
los valores de referencia en ppm para NMR y en dispersion del
laser (SC) para granularidad o complejidad liposomal.



La mayor granularidad es atribuida a la dispersién del rayo
l&ser causada por las particulas lipidicas, con respecto a la
dispersion del laser que registran los liposomas que tienen
una superficie lisa de lipidos en bicapa (Fig. 2). Resultados
similares se obtuvieron en citofluorometria con los
inductores de particulas calcio y procainamida en estos
liposomas, asi como en liposomas que llevan fosfatidato.

Desarrollo de un modelo experimental del lupus en ratones
BALB/c y NIH. Para determinar la participacion de los
anticuerpos anti-particulas lipidicas en e desarrollo de
algunas enfermedades del SAAF, en particular del LES, y
con bhase en la propiedad de la cloropromacina y de la
procainamida de inducir la formacion de particulas lipidicas,
como se demostré en laFig. 2, nuestro grupo propuso que en
el lupus humano producido por la administracion terapedtica
de cloropromacina (un tranquilizante) o de procainamida
(un antiarritmico), las protuberancias lipidicas son
estabilizadas en las membranas celulares de | os pacientes por
estos farmacos, |0 que produce una exposicion anormal de
las mismas que conduce a una respuesta inmunolégica con la
produccion de anticuerpos anti-particulas lipidicas.

Para probar esta hipétesis, los farmacos se administraron a
ratones hembras de la cepa singénica BALB/c tanto solos
como formando particulas lipidicas en liposomas. Los
f&rmacos se administraron en los ratones a concentraciones
semejantes a las que se usan en el tratamiento de pacientes
con disfunciones psicéticas (3 mg/Kg de cloropromacina) o
con arritmas cardiacas (10 mg/K g de procainamida).

Se usaron grupos de 10 ratones hembras de dos meses de
edad. La cloropromacinay la procainamida se inyectaron por
via intramuscular cada 24 h durante 4 meses, los liposomas
solos o en presencia de |os farmacos se administraron por via
intraesplénica, 2 veces una cada 2 semanas, posteriormente
se administraron por viaintraperitoneal unavez cada semana
durante 2 meses.

En el primer caso se espera que los farmacos indujeran y
estabilizaran particulas lipidicas en las membranas de las
células de los ratones; mientras que en el segundo, las
particulas lipidicas yafueron administradas en los liposomas.
Como se esperaba, con los 2 procedimientos los ratones
produjeron anticuerpos con reactividad a los lipidos
asociados en particulaslipidicas [16].

Después de 4 semanas de la deteccion en el suero de los
ratones BALB/c de los anticuerpos anti-particulas lipidicas,
se produjeron en dichos ratones anti cuerpos anti-cardiolipina
y anti-nucleares, asi como anticoagulantes (Cuadro 1).
Asimismo, estos ratones presentaron alopecia moderada,
lesiones faciales simétricas, que fueron en forma similar ala
de alas de mariposa, como las descritas en el lupus humano,
cuando los ratones recibieron particulas lipidicas inducidas
por procainamida (Fig. 3A, B).

También presentaron alteraciones en la dermis y la
epidermis, asi como alteraciones renales y depdsitos de
complegjos inmunes particularmente entre la dermis y la
epidermis, en forma similar a la banda IUpica descrita en el
humano, asi como depositos de complejos inmunes en la

pared de los capilares glomerulares y en el mesangio renal,
también como sucede en el lupus humano [17, 18].

Es decir, en los ratones BALB/c en los que se administraron
cloropromacina o procainamida o particulas lipidicas
formadas por estos inductores se desarroll6 una enfermedad
autoinmune parecida al lupus humano.

Una enfermedad autoinmune con caracteristicas muy
similares a la desarrollada en los ratones BALB/c se produjo
en ratones no-singénicos NIH por la administracién de los
fé&rmacos solos o formando particulas lipidicas (Fig. 3 C, D).
La reproduccion del lupus murino en ratones NIH es muy
relevante, porgue estos ratones son una cepa ho-singénica
gue es mas parecida a una poblacién genéticamente abierta
como la humana. Por lo que este modelo murino puede
aplicarse mas apropiadamente al estudio del lupus que afecta
al humano.

Cuadro 1. Autoanticuer pos detectados en e lupus desarrollado en
ratones BALB/cy NIH.

Tratamiento | Anticuerpos| Anticuerpos| Anticuerpos| Anticuerpos
decada anti- anti- anti- anti-
grupo de particulas | cardiolipina | coagulantes | nucleares
ratones lipidicas

(D) (UA) (s I9G

FARMACOS:

a) Clor 0.99?0.01 | 2007 0.1 3872 +

b) Proc 0.99?20.01 | 2207 0.1 39722 +

¢) Control:TS | 0,017 0.001 | 0.09? 0.002| 32?2 -

LIPOSOMAS:

d) PC/PS/Clor | 0.99 ? 0.01] 25072 0.1 427 4 +

e) PC/PS/Proc | 0.87 20.03 | 3.50? 0.2 437 2 +

f)Control:PC/PS| 0.05 ? 0.002| 0.90 ? 0.1 32?2 2 -

ANTICUERPO

MONOCLON.

g) H308 079?002 | 34704 43?4 +

h) Control: Ts | 0.1 2 0.001 | 0.5? 0.2 3272 -

Cada grupo (a-h) esde 10 ratones. (D) Esla diferencia en escala
logaritmica entre la reactividad de suerosinmunesy controles,
valoresdeD ? 0.5ap < 0.001 revelan anticuerpos anti-particulas.
(AU) son unidades arbitrarias para anticuer pos anti-cardiolipina y
son positivos con valores ? 1.9 para IgG. Valores de anticuerpos
anticoagulantes mayores que 3 veces la ? del suero control (32 )
son positivos, s= segundos. TS= regulador. Ts= Anticuerpo
monoclonal inespecifico. Clor = cloropromacing; Proc =
procainamida; PC = fosfatidilcolina; PS= fosfatidilserina

La participacién de anticuerpos anti-particulas lipidicas en €l
desarrollo de una enfermedad autoinmune fue confirmada

por la administracion intraperitoneal en ratones BALB/c y
NIH del anticuerpo monoclonal H308 con reactividad a
particulas lipidicas. Al administrar este anticuerpo a los
ratones de ambas cepas se produjo también una enfermedad
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autoinmune con caracteristicas muy similares a las de la
enfermedad desarrollada por la administracion de los
farmacos tanto solos como formando particulas lipidicas
(Fig. 3C, D).

La administraciéon del anticuerpo monoclonal H308 fue més
efectiva, ya que € lupus murino se desarroll6 2 meses
después de la administracion de este anticuerpo, a diferencia
de los farmacos solos o formando particulas lipidicas en los
liposomas que desarrollaron €l lupus murino hasta 4 meses
después de su administracién en ambas cepas de ratones.

El lupus murino se desarroll6 por los 3 procedimientos
indicados maés eficientemente en ratones hembras (60%) que
en ratones machos (40%). También se encontré que los
ratones BALB/c hembras que desarrollaron el lupus fueron
menos fértiles que los ratones hembras control, ademas la
administracion del anticuerpo monoclonal H308 produjo
pérdida fetal en ratones hembras prefiadas. En cambio, la
mayoria de los ratones NIH hembras presentaron abortos
solamente hastala segunda vez que se prefiaron [16].

Fig. 3. Modelo murino parecido al lupus humano. Fotografias de:
Ratones hembras BALB/c de 7 meses de edad que recibieron
liposomas con particulas lipidicas inducidas por procainamida: A.
se observan lesiones faciales en forma semejante a una ala de
mariposa. B. laslesiones faciales son simétricas. C, D. Ratones
hembras NIH de 7 meses de edad que recibieron el anticuerpo
monoclonal H308 con reactividad a particulas lipidicas.

La demostracion de que los anticuerpos anti-particulas
lipidicas participan en el desarrollo en ratones de una
enfermedad autoinmune parecida a lupus humano,
fundamentalmente porque se producen estos anticuerpos en
los ratones y porque estos anticuerpos aparecen primero que
los anti-cardiolipina y los anti-nucleares, nos permite
proponer que debido a que las particulas lipidicas se

encuentran en las membranas celulares, anticuerpos contra
ellas pueden causar dafio en dichas membranas y romperlas,
con la consecuente liberacion de antigenos intracelul ares.

L a exposicion de estos antigenos como la fosfatidilserina que
se encuentra en la cara interna de la membrana celular, la
cardiolipina que forma parte de la membrana interna de las
mitocondrias, el nlacleo y e DNA, puede explicar la
formacién de anticuerpos contra dichos antigenos.

Esta propuesta ha sido totalmente confirmada en el modelo
experimental del lupus murino porque después de la
formacion de anticuerpos anti-particulas lipidicas se
produjeron los anticuerpos anti-cardiolipina, anti-nucleares y
anticoagulantes. Lo que constituye una de |as aportaciones
fundamentales de nuestra linea de investigacion a la
biomedicina molecular de este tipo de enfermedades
autoinmunes

Con base en lo anterior, la formacién de anticuerpos anti-
particulas lipidicas es un evento previo alaformacion de los
autoanticuerpos indicados, por lo que los anticuerpos anti-
particulas pueden emplearse para la deteccién de esta
enfermedad en etapas tempranas de la misma.

Desarrollo de nuevos métodos de diagndstico del lupus

basados en antigenos liposomales que llevan particulas
lipidicas. Debido a que los lipidos en las asociaciones de
bicapa y de particulas lipidicas son las formas naturales en
que los lipidos se encuentran en las membranas celulares, la
utilizacion de model os membranales como los liposomas que
llevan los fosfolipidos en estas asociaciones, constituyen
antigenos méas adecuados para la deteccién de estos
anticuerpos en el suero de pacientes, que los antigenos que
se usan en la préctica clinica parala deteccién de anticuerpos
anti-lipidos, en donde en general no se toma en cuenta la
forma en que los lipidos estan en los organismos y usan
lipidos unidos directamente a superficies solidas como en €l
método de ELISA[13].

Al usar como antigenos liposomas con particulas lipidicas
demostramos por primera vez este nuevo tipo de anticuerpos
con especificidad a particulas lipidicas en € suero de
pacientes con LES asociado a SAAF, como se indico
previamente en este trabgjo.

Este nuevo tipo de anticuerpos que son |os que participan en
el desarrollo del lupus murino, se detectan por
citofluorometria con antigenos liposomales que llevan
particulas lipidicas y con un segundo anticuerpo anti-
inmunoglobulinas humanas o de ratén, de acuerdo con el

origen de |os anticuerpos anti-particulas, que esta unido aun
fluorocromo como €l isotiocianato de fluoresceina (FITC)

(Fig. 4).

Al ocurrir la reaccion inmune entre los anticuerpos anti-
particulas lipidicas y los antigenos liposomales, se fija el

segundo anticuerpo anti-inmunoglobulinas de humano o de
ratén que esta unido a FITC, por lo que la reaccién inmune
produce liposomas fluorescentes.

La fluorescencia liposomal es detectada por citofluorometria
y se registra en histogramas que incluyen el nimero de

liposomas analizados (Fig. 5 a, €).



Como control negativo se usan liposomas en regulador de
TS con o sin cloropromacina (Fig. 5¢) y como control
positivo la reaccién con el anticuerpo nonoclonal H308
especifico para particulas lipidicas (Fig. 5 a).

La reaccién de los anticuerpos anti-particulas lipidicas del
suero de un ratén que desarroll6 €l lupus por administracion
de particulas lipidicas inducidas por cloropromacina se
muestra en la Fig. 5 e. En donde se observa claramente un
aumento de 100 veces en la fluorescencia después de la
reaccion del suero inmune con los liposomas, con respecto a
la reaccién del suero preinmune. El aumento en la
fluorescencia revela la presencia de los anticuerpos anti-
particulas.

A este método de citofluorometria disefiado para detectar
anticuerpos  anti-particulas lipidicas con antigenos
liposomales, le llamamos citofluorometria-liposomal.

Al comparar los histogramas de una reaccion inmune con su
control por el método estadistico de Kolmogorov-Smirnof,
gue esta integrado en €l citofluorémetro, se obtiene el valor
de D [19]. Este valor es la diferencia en la fluorescencia, en
escala logaritmica, entre las 2 poblaciones liposomales
analizadas y tiene valores entre 0.0 y 1.0 [19, 20]. Vaores de
D ? 0.5 ap < 0.001 son positivos e indican, en este caso, la
presencia de anticuerpos anti-particulas lipidicas[6].

Fluorocromo—
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Fig. 4. Representacion esquematica del sistema empleado para
detectar anticuerpos anti-particulas lipidicas por citofluorometria.
Los anticuer pos anti-particulas lipidicas provienen del suero delos

pacientes o de los ratones con lupus murino. El fluorocromo de

mayor uso esel FITC.

Los sueros de los diferentes grupos de ratones con lupus
murino indicados en el Cuadro 1, asi como los sueros de 20
pacientes con LES asociado al SAAF dieron reacciones
similares a la indicada con €l suero del ratén en la Fig. 5 e.
Lo que revela como ya se ha indicado la presencia de
anticuerpos anti-particulas lipidicas en dichos sueros.

Adicionalmente la citofluorometria proporciona gréficas de
puntos que correlacionan la fluorescencia, producto de la
reaccion inmune, con las particulas lipidicas, que son las
estructuras lipidicas que reaccionan. Los perfiles obtenidos
permiten caracterizar la reaccion inmune (Fig. 5 b, f), con
respecto al control (Fig. 5d)

Los anticuerpos anti-particulas lipidicas también se pueden
detectar con los antigenos liposomal es unidos alas placas de
poliestireno que se usan parael método de ELISA.

Con esta metodologia que llamamos ELISA-liposomal los
lipidos formando los liposomas son los que se unen a
soporte solido, por lo que se conservan los lipidos asociados
en bicapa y en particulas lipidicas de los antigenos
liposomales.

En esta metodologia, e segundo anticuerpo anti-
inmunoglobulinas de humano o de ratén se encuentra unido
a la enzima peroxidasa, por lo que la reaccion inmune se
pone de manifiesto por el desarrollo de color en los
productos de la accidn enzimética de la peroxidasa.
Actualmente se estudia la relacion que puede haber entre la
presencia de anticuerpos anti-particulas lipidicas en el suero
de pacientes con LES asociado a SAAF y el desarrollo de
esta enfermedad. En este estudio se aprovechan los hallazgos
descritos en el modelo murino del lupus.
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Fig. 5. Fluorocitometria de la reactividad de los anticuer pos anti-
particulas lipidicas. Se emplean liposomas de fosfatidilcolina
(PC)/fosfatidilserina (PS) como antigenos. Las particulas lipidicas
se inducen con cloropromacina (Clor). El anticuerpo monoclonal
(mAb) H308 es el control positivoy el regulador de Tris-salina
(TS esd control negativo.



Debido a que los anticuerpos anti-particulas lipidicas se
producen en forma previa a los anti-cardiolipinay alos anti-
nucleares, es posible detectar los anticuerpos anti-particulas
con los métodos de ELISA-liposoma o de citofluorometria-
liposomal en el suero de pacientes que se sospecha que
inician con el LES o con enfermedades parecidas a lupus.

El diagnéstico temprano de estas enfermedades puede
conducir a un mejor tratamiento de los pacientes, asi como a
mejorar su calidad de vida.

Desarrollo de nuevos métodos de tratamiento del lupus
basados tanto en bloquear a los anticuerpos anti-particulas
lipidicas, como en evitar que se formen estos anticuerpos
Los métodos de tratamiento se estan desarrollando en el
modelo murino del lupus con la finalidad de aplicarlos en €l
tratamiento del LES en el humano.

El fundamento para bloquear los anticuerpos anti-particulas
lipidicas es inactivar a estos anticuerpos y evitar que
participen en € desarrollo de la enfermedad; sin embargo,
este procedimiento no impide que se continden formando
dichos anticuerpos.

Para bloquear en los anticuerpos anti-particulas los sitios que
reconocen a los epitopos en las particulas lipidicas, se estan
[levando a cabo estudios de inhibicion de la reaccion inmune
de los anti cuerpos anti-particulas con haptenos. L os haptenos
gue se estan usando son los diferentes compuestos quimicos
gue integran a los lipidos, como serina, fosforilserina,
glicerolfosforilserina, &cidos grasos etc.

Los haptenos que produzcan la mayor inhibicion de los
anticuerpos anti-particulas seran los que se administren en
los ratones con lupus para tratar de bloquear a dichos
anticuerposy lograr una disminucién en esta enfermedad.
Por otra parte, para evitar que se formen los anticuerpos anti-
particulas lipidicas, la estrategia que hemos disefiado es usar
compuestos que estabilicen la bicapa lipidica de las
membranas celulares.

L os compuestos que hemos sel eccionado son la espermidina
y la cloroquina. La espermidina es una poliamina cationica
trivalente (Fig. 6), entre sus funciones bioldgicas se
encuentra la de estabilizador membranal [21]. La cloroquina
es un farmaco que se utiliza en el tratamiento del LES [22],
es también una amina pero su carga es divalente y tiene
ademés una regién hidrofébica en su estructura quimica (Fig.
6), por lo que puede intercalarse entre la matriz lipidica
membranal.

La estrategia a estabilizar la matriz lipidica de la membrana
celular, es disminuir la movilidad de los lipidos que se
requiere para que estos lipidos se reorganicen y cambien del
arreglo de bicapaa de particulalipidica[6].

Esto se demostr6 claramente en liposomas por
citofluorometria, porque la cloroquina y la espermidina
evitaron la formacion de particulas cuando se adicionaron a
los liposomas simultaneamente con los inductores de
particulas como la cloropromacina. Ademas revierten la
formacion de particulas lipidicas cuando se adicionan
después del inductor de particulas.

La espermidina fue el compuesto mas efectivo en impedir y
en revertir la formacion de particulas lipidicas, posiblemente

por sus tres cargas positivas que se unen sobre los lipidos de
carga negativa que se encuentran en la superficie de los
liposomas, 1o que impide su reasociacion para formar las
particulas lipidicas en presencia de los inductores
cloropromacina o procainamida.

Con base en estos hallazgos, es posible que uno de los
efectos de la cloroquina en €l tratamiento del LES seael de
estabilizar las membranas celulares e impedir o disminuir la
formacion de particulas lipidicas. Por lo que se disefié un
compuesto gque es un analogo de la cloroquina, en el que se
aumenta el nimero de cargas positivas para aumentar s
eficiencia en estabilizar las membranas celulares.
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Fig. 6. Estructura quimica de los compuestos usados como
estabilizadores de la membrana celular.

Este compuesto, que Ilamamos luprezan, es muy efectivo en
suprimir y en revertir la formacion de particulas lipidicas en
liposomas, como se demuestra por los estudios de
citofluorometria (Fig. 7).

En este estudio se analiza la presencia de particulas lipidicas
en los liposomas por la dispersién del rayo laser. Los
liposomas en regulador de Tris-salina presentan pardmetros
citofluorométricos caracteristicos (Fig. 7 a, b). Después de la
adicion de cloropromacina se produce un aumento en la
complejidad de las bicapas liposomal es debido ala presencia
de las particulas lipidicas que induce la cloropromacina
(Figura 7 c, d). Esta complegjidad es totalmente revertida por
la adicidn de luprezan (Fig. 7 e, f). Adicionamente, cuando
se agregan simultaneamente la cloropromacinay el luprezan,
las gréficas obtenidas son parecidas a las de la Fig. 7 a, b.
Esto indica que e luprezan revierte y suprime,
respectivamente, la formacion de particulas lipidicas en los
liposomas.

La complejidad liposomal también podria aumentar porque
los liposomas se aglutinaran entre si y formaran
conglomerados. Sin embargo, esto no sucede porque €l
tamano de los liposomas (Fig. 7 @ no se modifica por la
adicion de cloropromacina o de luprezan (Fig. 7 c, €).

El luprezan se ha probado en €l tratamiento del lupus
murino, por los procedimientos que normalmente se usan en
farmacologia para determinar en animales la actividad de
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nuevos compuestos. Su efecto se compard con el de la
cloroquina en ratones con lupus.

Se formaron 3 grupos integrados cada uno de ellos por 10
ratones NIH que habian desarrollado lupus por la
administracion del anticuerpo monoclonal H308. Los
compuestos se administraron por via oral en el agua de
bebida durante 8 semanas.

Al grupo A, se le administrd cloroquina a una concentracion
similar a la que se emplea para e tratamiento del LES en
humanos (5 mg/Kg de peso), €l grupo B recibio luprezan ala
misma concentracién que la cloroquinay el grupo C, es el
grupo control, que no recibié dichos compuestos.

Durante las 8 semanas de administracion del luprezany dela
cloroquina a los ratones NIH de los grupos A y B, también
se les continué la administracion intraperitoneal del
anticuerpo monoclonal H308. Para que los cambios que se
observaran se pudieran atribuir a los estabilizadores de
membrana y no a la falta del anticuerpo monoclonal H308
que desarrollé la enfermedad en dichos ratones. El
anticuerpo H308 también se continué administrando a los
ratones del grupo C.
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Fig. 7. Fluorocitometria de la accion del Luprezan en la formacién
de particulas lipidicas en liposomas. Se emplearon liposomas de
fosfatidilcolina (PC)/fosfatidato (PA). a, b. Liposomas en regulador
de Tris-salina. ¢, d. Liposomas incubados con cloropromacina 0.1
mM. e, f. Liposomas incubados con cloropromacina 0.1 mM y con
luprezan 5 ?M. En las gréaficas c-f también se incluyen los
liposomas que solamente estan en regulador. Las lineas
discontinuas indican los valores de referencia en la dispersion del
l4ser (SC) para la complejidad liposomal.

Los compuestos luprezan y cloroquina también se
administraron a 2 grupos de 10 ratones NIH que no
presentaban el lupus murino.

Hubo un cambio muy notable en los ratones con lupus que
recibieron los estabilizadores de la membrana celular.
Después de 7 dias de administrar el luprezan, se observo que

las lesiones en piel empezaron a disminuir de tamafio, se
inicio el crecimiento del pelo y de los bigotes y dichas
lesiones desaparecieron completamente a las 3 semanas de
administracion de este compuesto (Fig. 8).

Con la cloroquina se observé una respuestasimilar enlos
ratones NIH con lupus, pero esta respuesta se inicié después
de 3 semanas de administracién del farmaco. Las lesiones
faciales desaparecieron en este grupo de ratones a las 6
semanas de tratamiento (Fig. 8).

Adicionalmente se observé una disminucion en los titulos de
los anticuerpos anti-particulas lipidicas, anti-cardiolipina,
anti-nucleares y anticoagulantes enlos ratones de los grupos
Ay B, querecibieron lacloroquinao el luprezan.
Actualmente se llevan a cabo los estudios histopatol 6gicos,
asi como la determinacion de depésitos de complejos
inmunes en estos ratones para determinar de forma integral
el efecto de la cloroquinay del luprezan en el lupus murino.
En el grupo C, los ratones conservaron las caracteristicas del
lupus ya descritas. Los grupos de ratones sanos NIH que
recibieron cloroquina y luprezan no mostraron cambios
aparentes.
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Fig. 8. Efecto del luprezan y de la cloroquina en las lesiones
faciales de los ratones NIH que presentan lupus.

Estos resultados sugieren fuertemente el papel de los
estabilizadores de la membrana celular en revertir € lupus
murino, por lo que € luprezan podria utilizarse en €
tratamiento del lupus en el humano, después de realizar todas
las pruebas de toxicidad reglamentarias.

Conclusiones.

1. La cloropromacina y la procainamida inducen la
formacion de particulas lipidicas en liposomas que
contienen un lipido cdnico como fosfatidato,
fosfatidilserina o cardiolipina.

2. La cloropromacina y la procainamida. o particulas
lipidicas formadas por estos inductores desarrollaron en
ratones singénicos BALB/c un modelo experimental
parecido al lupus humano.

3. Los anticuerpos anti-particulas lipidicas participan en el
desarrollo del lupus murino porque las particulas
lipidicas son inmunogénicas,



4. El desarrollo del lupus murino por la administracion del
anticuerpo monoclonal H308 con reactividad por
particulas lipidicas, confirma la participacion de los
anticuerpos anti-particulas lipidicas en el desarrollo de
esta enfermedad.

5. El desarrollo del lupus en ratones no-singénicos NIH, una
poblacion genéticamente abierta como la humana, es €l
model o més adecuado paraestudiar el lupus humano.

6. Los anticuerpos anti-particulas lipidicas se forman
primero que los anti-cardiolipina, los anticoagulantes y
los anti-nucleares en el lupus murino.

7. Los anticuerpos anti-particulas lipidicas se han detectado
en pacientes con lupus eritematoso generalizado asociado
al sindrome de antifosfolipidos.

8. La determinacion de anticuerpos anti-particulas lipidicas
puede utilizarse como un método de deteccidn temprano
del lupus.

9. Estabilizadores de la matriz lipidica membranal pueden
usarse parael tratamiento del lupus murino.

10. El luprezan es maés eficiente en el tratamiento del lupus
murino que lacloroquina.
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