SEGUNDO CONGRESO ARGENTINO DE HEMATOLOGIA Y HEMOTERAPI

o 06 6f 05

RADIOINMUNOELECTROFORESIS CUANTITATIVA DE *LAS

C.N.E.A. Biblioteca

ARCENO PUBLICACIONES

Z
O

<°\
—

AESPUESTAS PRIMARIAS Y SECUNDARIA, Y TOLERANCIA
INMUNOLOGICA A ALBUMINA HETEROLOGA
ﬁEVALUACIOI\ CRITICA DE LA MARCACION DEL ANTIGENO Y DE

LOS RESULTADOS CUALITATIVOS Y CUANTITATIVOS
OBTENIDOS POR ESTE METODO

~<

(-]
=

LUIS BORELLA1', LUIS SCAVINI y ELMO CAPALBO

Tolerancia inmunolégica, seglin Medawar, es una falla especifica en la
espuesta inmunolégica inducida por el contacto en la vida fetal o neonatal

ton material potencialmente antigénico. Tolerancia a albiimina sérica
bovina (ASB) ha sido estudiada en varias especies animales por diversos
autores. En la mayoria de estos trabajos no se ha analizado criticamente
el antigeno empleado, ni se ha demarcado si el defecto en la formacién
de anticuerpos humorales a ASB era absoluto o relativo. Iniciamos esta
investigacién con el propésito de aclarar estos puntos oscuros, los que
creemos fundamentales para el conocimiento del mecanismo basico de la
tolerancia inmunolégica.

En el primer experimento inyectamos ratones recién nacidos con 20 mg
de ASB o Inmunoglobulina G humana (IgGH) por via subcutanea. Al
mes fueron reinyectados con ASB o ASB y IgGH en coadyuvante de
Freund completo. Los anticuerpos circulantes a ASB fueron determina-
dos por una modificacién del método de Farr (1) usando ASB marcada
con 1-125. Los resultados, a diferencia de Farr, son expresados en micro-
gramos de anti ASB por ml de suero, v fueron obtenidos por comparacién
con una curva de calibracion standard. Los resultados se muestran en
Tabla 1. En la columna de la derecha se observa que animales tratados
en la vida neonatal con IgGH produjeron un promedio de 209 * 165 mi-

TABLA 1

Anticuerpos a ASB en ratones Bal inoculados con ASB en la vida neonatal

Ratones N°¢ 7 11
Tratamiento neonatal ASB 20 mg IgGH 20 mg
Inmunizacién ASB + JgGH ASB + IgGH
Microgramos anti 209 27
ASB/ml de suero S £ 165 S*xI[7°

¢ En cinco ratones no se detectaron anticuerpos circulantes a ASB.
1 Investigador, Consejo Nacional de Investigaciones C v T.
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crogramos de anti ASB por ml de suero, mientras aquellos tratados con
ASB produjeron sélo 27 = 1,7 microgramos. Los titulos, por micro he-
moaglutinacién, de anti TgGH fueron similares en ambos grupos. En este
experimento encontramos que, a diferencia de Dietrich y Weigle (2), mas
del 50 % de los ratones “inmunizados” al mes de una inyeccién neona-
tal de 20 mg de ASB, producen anticuerpos a ASB.

Al analizar estos resultados es importante conocer la homogeneidad
del antigeno utilizado y la eficiencia de la marcacién. Para ello efectua-
mos un estudio de la albimina marcada mediante electroforesis de disco
en gel de acrilamida, radioautografia y contaje de las radiaciones gamma
emitidas por fracciones de la columna de gel. En la fizura 1 se observa
que nuestro antigeno esta compuesto a lo menos de dos fragmentos, am.
bos marcados con 1-125. Sin embargo, 90 % de la radioactividad reside
en la fraccion mas electropositiva, la que también posee mayor concen.
tracion proteica.
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Con el método de Farr hemos medido la diferencia cuantitativa global
en la produccion de anticuerpos humorales a ASB en animales tratados
o no con ASB en la vida neonatal. Pero nada sabemos de las variaciones
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individuales en las inmunoglobulinas anti ASB. Por ello, a fin de obte-
ner simultineamente informacién cualitativa y cuantitativa en un solo pro.
cedimiento, hemos modificado el método cualitativo de radioinmunoelec-
troforesis de Yagi (3). En la figura 2 se esquematizan el procedimiento
y sus fundamentos. El primer paso es una microinmunoelectroforesis: las
bandas de precipitacion se producen al combinarse las globulinas M, G
v A de una suero de ratén anti ASB con suero de conejo anti globulinas
de ratén. En el segundo paso la albamina bovina marcada migra desde el
canal lateral hasta combinarse con la banda de inmunoglobulina porta-
dora de anti ASB, la que por sus radicianes gamma, es autografiada en
una pelicula radiografica. En el tercer paso, mediante un liquido de colo-
racién y decoloracién conteniendo glicerina, las bandas son transportadas
a viales de plastico para su medicion en un espectrometro de centelleo.
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Mediante varias experiencias hemos probado la especificidad v exacti
tud de este nuevo método. En la primera. cuyos resultados se muestran
en la figura 3, determinamos, mediante el test cuantitativo de precipita-
cién, los microgramos de anti ASB en un suero de ratén. v por radio-
inmunoe'ectroforesis cuantitativa, usando diversas soluciones de este anti-
suero, encontramos una relacién linear recta entre microgramos de anti
ASB en la abscisa v cuentas por minuto en la ordenada.

En la experiencia siguiente, y a fin de descartar la posibilidad de com-
binacién no especifica del antigeno. comparamos mediante nuestro método
v otro conocido, el de microhemoaglutinacion de eritrocitos absorbidos
con ASB, los anticuerpos en fracciones protecticas de un suero de ratén anti
ASB, eluido en una columna de Sephadex G-200. En la figura 4 se mues-
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tran los picos obtenidos y su analisis mediante electroforesis en gel de
acrilamida. Se observa que la primera banda ancha, correspondiente' ala
inmunoglobulina G, aparece aumentada en las fracciones correspondientes
al tercer pico E. .
Como se muestra en la figura 5, la presencia de la inmunoglobulina G
en las fracciones D, E y F de este suero anti ASB fue confirmada me-
diante inmunoelectroforesis. En el grafico la linea de puntos, que corres-
ponde a la radioactividad de cada una de estas fracciones, sigue un estre-
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cho paralelismo con los tridngulos, unidos por linea continua. los que
corresponden al Log” del titulo de microhemoaglutinacién. Cada fraccién
fue concentrada a 1 mg de proteina por ml. Por radioautografia deter-
minamos que la placa era impresionada exclusivamente por la linea de
irmunoelectroforesis correspondiente a la inmunoglobulina G.
Resultados preliminares en el uso de este método para el estudio de la
cinética de formacién de anticuerpos en animales inmunizados o toleran-
tes a ASB han sido sumamente alentadores. Un ejemplo de ello se mues-
tra en la figura 6. Analisis, mediante esta técnica, del pool de suero en
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dos grupos de ratones inoculados en el lapso de 40 dias con 3 inyec-
ciones de ASB en coadyuvante de Freund, demuestra que la combinacién
antigeno-anticuerpo (200 CPM suero control; 4.000 CPM suero I y 12.800
suero II) no se efectia predominantemente a nivel de la inmunoglobu-
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lina G, como es de esperar en una respuesta anamnéstica, sino casi exclu-
sivamente en la inmunoglobulina M. Resultados también preliminares
indicarian la posibilidad de su uso para la detecciéon simultanea de dos
antigenos diferentes, marcados uno con 1-125 y el otro con 1-131.

En conclusién, hemos demostrado que el método de radioinmunoelec-
troforesis puede ser utilizado. con las modificaciones presentadas. como
técnica cuantitativa, siendo sus ventajas el que permite en un solo proce-
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dimiento y con minimas cantidades de antisuero, la deteccién, reconoci-
miento y medicién de diferentes clases fisico-quimicas de anticuerpos.
Censideramos que su uso puede extenderse, por estas ventajas, a la inves-
tigacién de las inmunopatias humanas.

Agradecemos la valiosa colaboracién técnica de la Srta. Maria Inés Castronuovo.
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