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RESUMEN

Con el objetivo de determinar los niveles de IgA en las secreciones, los autores se propusieron obtener anticuerpos
monoclonales (AcMs) contra esta inmunoglobulina y demostrar su posible utilizacién en el desarrollo de métodos de cnantificacié
Se obtuvieron 6 AcM, 1 contra el componente secretor (CS) y 5 contra cadena pesada (CP) de la inmunoglobulina A (IgA)
humana. Se utiliz6 como inmundgeno IgA purificada a partir de calostro humano. A 2 AcMs, uno contra CS y otro contra CP
se les determiné el isotipo de inmunoglobulina (Jg&IgG, respectivamente), se les realiz6 electroforesis en gel de poliacrilamida
en presencia de duodecilsulfato de sodifi-ymercaptoetanol, e inmunotransferencia para la determinacion de su especificidad.

Se detect6 IgA secretora en muestras de saliva comparando el AcM anti-CS obtenido en el laboratorio del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri" (IPK) con uno comercial (Sigma Chemical Co.) y se obtuvo similitud de comportamiento. El AcM
contra CS (IPK) se utilizé para detectar IgA especifica a LPS ogawa en personas vacunadas con una cepa at@mmda de
choleraey se encontraron diferencias evidentes entre los niveles antes y después de la inmunizaciéon. El AcM anti-CP fue
utilizado para la confeccion de un sistema simulado, tipo ELISA. El limite de detectabilidad fue de 9,89 ng/mL.

Descriptores DeCS:ANTICUERPOS MONOCLONALES/inmunologia; IgA SECRETORA/inmunologia; COMPONENTE
SECRETORIO/inmunologia; HIBRIDOMAS; INMUNOGLOBULINA DE CADENA PESADA.

Las superficies del cuerpo recubiertas por mucosaspperacion con los linfocitos, los macréfagos y potencial-
que incluyen los tractos gastrointestinal, respiratorio y mente los eosinéfilos. Su cuantificaciéon en las
urogenital, representan una amplia zona del cuerpo qu@ecreciones puede ser (til en el diagnéstico de la fase
es vulnerable a la colonizaciéon por muchos microorga-5quda de algunas de estas enfermedades y para conocer

nismos y parasitos. La IgA secretora (IgAs) es un dimeroIOS niveles de IgA especifica y total que es capaz de

tetravalente que predomina en la respuesta inmune hu- .
inducir un preparado vacunial.

moral y puede ser beneficiosa en prevenir enfermedades Con el obietivo de determinar los niveles de 1aA en
de transmision sexual, el cdlera, la giardiasis y otras don- J 9

de la via principal de infeccién son las mucosas. Estudiod®S S€creciones, nos propusimos obtener anticuerpos
recientes han demostrado que la IgAs puede neutralizafonoclonales (AcMs) contra esta inmunoglobulina y
los virus dentro de las células epiteliales y puede desendemostrar su posible utilizacion en el desarrollo de méto-
cadenar citotoxicidad mediada por anticuerpos en co-dos de cuantificacion.
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METODOS Tamizaje primario de hibridomas por ELISRas
placas de poliestireno (Nunc Maxisorp) se recubrieron
IgA secretoraSe obtuvo a partir de calostro huma- con IgAs purificada a concentraciones dggdmL con
no, el cual se llevé a pH 4,6 con acido acético glacial; eltampén carbonato-bicarbonato 0,01 M; pH 9,6. Luego de
precipitado fue eliminado por centrifugacion y el 16 hen camara humeda las placas se lavaron 4 veces con
sobrenadante se purific sobre una matriz de agarosaSSTF-Tween 20 al 0,05 % durante 5 min y se bloquearon
jacalinat se utiliz6 como amortiguador una solucién sali- durante 1 h con leche descremada al 5 %. Mas tarde se
na tamponada con fosfato (SSTF) al 0,02 % de azida sédic@nadieron los sobrenadantes que se iban a ensayar y se

y como tampén de elucion melibiosa pH 7,4 (0,1 M) en incubaron durante 1 h, se procedi6 a un nuevo lavado y
SSTE a la adicién de una anti-lgs de ratén conjugada con

- peroxidasa (1: 1 00@pigma Chemical Co.Al final se
Obtencion del componente secretor (U3).1gA incubaron durante 1 hy se lavaron de igual formay se les

purificada se sometié a electroforesis en gel de_. . . L
oliacrilamida al 10 % en presencia de duodecilsulfato deanadlo el sustrato (2(.) mg de ortofenllendlamma,t!zo
P H,O,, 50 mL tampdn citrato- fosfato pH 5). La reaccién se

. _ . - Z 2 27
sodio (SDS) y mgrcaptoetanol, S|gU|end9 el memdodetuvo con acido sulfurico al 12,5 % y la absorbancia se
reportado por Nevillé.Las bandas obtenidas en la

! X X ley6 a 492 nm. Se utilizaron como controles positivos un
electroforesis fueron transferidas a papel de nltrocelulo—amiCuerpo monoclonal anti-componente secretor comer-

sa (0,45 mm) segun el procedimiento descrito por Bunett. 5| (Sigma Chemical Co.)suero de los ratones
Después éste fue sumergido en solucion bloqueadorgnmunizados y como control negativo suero de raton
(albumina de suero bovino [BSA] 5 % en tampdn carbo- normal y medio de cultivo de pocillos donde no se obser-
nato-bicarbonato 0,01M pH 9,5) durante 1 h a 37 °C. Lavaba el crecimiento de hibridos. Como valor de corte para
membrana fue cortada en tiras y luego éstas fueron sudeterminar los hibridos positivos se tomé 5 veces el valor
mergidas en soluciéon de AcM anti-CS comer@ma  de la densidad 6ptica de los sobrenadantes de los pozos
Chemical Co.J1:100 en SSTF-Tween 20 al 0,05 %) du- donde no se observaba crecimiento celular.

rante 16 h a4 °C. Las tiras se lavaron con SSTF-Tween 20  Seleccion de hibridomas positivos a CS y cadena
y se enfrentaron a una solucién de conjugado anti-lgGPesada (CP)La seleccion de los hibridomas positivos a
de ratén-peroxidaséSigma Chemical Codjluido 1:500 CS y CP se realiz6 por |nmgnotransfereq0|a utilizando
en SSTF-T20 que contenia 0,1 % de leche descremada. LSPMO controles un AcM anti-CS comercial y el suero
reaccion antigeno-anticuerpo fue revelada sumergiend&o.IICIonal de rato_nes inmunizados con IgAsi con este
las membranas en una solucién de sustrato (4 mg d Itimo se reconocieron las 3 bandas caracteristicas (CS,

o . P y cadena ligera [CL]) correspondientes a IgAs pura
diaminobencidina, 10L H,0, 30 %y 10 L SSTF) y dete- en condiciones de reduccion.

pida con lavados de agua destilada. La zona de .|?. banda Clonaje y reclonaje de hibridomasos hibridomas
|dent|f!cada por el AcM contra CS fue cortaday utilizada e interés fueron clonados y reclonados por el método
oMo INMUNOGENo. de dilucion limitanté.

Inmunizacion de animaleSe emplearon rato- Determinacion de isotipos de inmunoglobulinas.
nes Balb/c hembras hembras det28g de peso alinicio  Se realiz6 con las indicacioneskietomercial de isotipaje
del experimento. La banda correspondiente al CS en el gako-1 Sigma ChemicaCo.).
fue disuelta en 450 50pL de dimetilsulféxido (DMSO) y Produccionin vivo de anticuerpos monoclonales
se mezclé con adyuvante completo en la primera inoculaPara la obtencion de liquido ascitico se utilizaron ratones
cién y con incompleto en las 2 inmunizaciones restantes Balb/c previamente irritados en la cavidad peritoneal con
Se calcul6 aproximadamentei®fpor raton en cada do- 0,3 mL de PristangSigma Chemical Cqps hibridomas
sis. La primera por via intraperitoneal y las restantes por€ fase exponencial de crecimiento en medio de cultivo
via subcutanea. La Gltima inoculacion ybebster(via RPMI-1640 suplementa_ldo con 10 % de suero fetal de ter-
intravenosa) se le administré al ratén con IgA secretoral'€7&: fuéron desprendidos, lavados 2 veces en SSTF y

total purificada. El tiempo entre dosis fue de 15 d. centnfugadps a 1500 rpm durantp 10 min‘a4Mas
- - . o tarde las células se contaron en camara de Neubauery se
Fusién con polietilenglicol (PEG)os hibridomas

. i . L inocularon por via intraperitoneal en ratones Balb/c a la
fueron obtenidos a partir de las células esplénicas de Ioﬁoncentracién de 1 x26n 1 mL de SSTF por raton. Entre
ratones inmunizados y células de un mieloma de ratongs 10y 14 d, se procedié a extraer el liquido ascitico. Los
(SP20.Ag14), se utilizé como agente fundente el PEG 370Gestos celulares y coagulos de fibrina fueron eliminados
(Sigma Chemical Cp.Los procedimientos basicos para mediante centrifugacion a 3 000 rpm durante 30 min, filtra-
la produccion de hibridomas, asi como el cultivo de és-dos a través de una membrana de A%y guardados a
tos, han sido descritos por otros autéres. -70 °C hasta su posterior utilizacion.
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Purificacion de los anticuerpos monoclonales. Sistema simulado para la deteccion de IgA sérica.
purificacion se realiz6 mediante una cromatografia de afi-Se utiliz6 el AcM anti-CP humana (IPK) como recubri-
nidad y se utilizé6 como matriz proteinasé@pharose fast miento (Placa Nunc Maxisorp) a una concentracion de
flow. Se equilibré la columna con SSTF, pH 7,2; seguida-5 pg/mL y se incubé toda la noche a 4 °C. Se lavaron las
mente se procedi6 a la aplicacion del liquido ascitico di-placas con SSTF-Tween 20 al 0,05 %. Los sitios libres se
luido 5 veces en este mismo tampén. La elucion especifibloquearon con leche descremada al 5 % en SSTF; poste-
ca del AcM se realiz6 con tampon citrato al pH corres- riormente se incubaron diluciones seriadas de IgA purifi-
pondiente segln el isotipo de este (lg@&1 6y I9G, cada a partir de sueros (cromatografia de afinidad agarosa-
pH 5).A las fracciones de los AcMs colectadas se |eSjaca|ina) a concentraciones desdey4nL- 3,9 ng/mL en
determind la concentracion de proteinas y su actividadsSSTF. Luego de 1h a 37 °C de incubacién la placa fue
biologica mediante el ELISA antes descrito. lavada con SSTF-Tween 20 y después se le adicioné una

Determinacion del componente secretor por splucién de conjugado anti-lgA humana peroxidasa
ELISA.Para galuar la presencia de IgAs en muestras de (Sigma Chemical Con una dilucién de 1:1 000. La
saliva se utilizd un sistem_a de ELISA de doble anticuerpo.reaccién fue revelada utilizando como sustrato (20 mg de
Las placas fueron recubiertas durante toda la noche COBytofenilendiamina, 2QL de HO, al 30 % en 50 mL de

10pg/mL de un anti-IgA total producido en carng8@ma (3 mpen citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0), detenida con la adi-
Chemical Co.)Estas fieron lavadas y blogqueadas con s ge HSO,12,5 %y leida a 492 nm
Cha :

leche descremada al 5 %. Después se adicionarpih 80

10 muestras de saliva (1:2) en los pozos de las placas e

mcubadasg ;37 ,C durante Qespues de Iavado; SUCe- pEQULTADOS
sivos se adicioné comparativamente un AcM anti-CS co-
mercial, subclase Ig&Sigma Chemical Co.) y el AcM
anti-CS IPK (obtenido en el Instituto de Medicina Tropi- . . . . L .
cal"Pedro Kourl [IPK]), a las diluciones de trabajo co- afinidad agarosa-jacalina. La fraccion especifica fue so-

rrespondientes 1:5 000y 1:500, de forma respectiva. Se in[ne.tida a SDS-PAGE en condici'or?es de reduccién_, se ob-
cubaron durante 1h a 37 °C. se lavaron con SSTF_tuweron las 3 bandas caracteristicas correspondientes a

Tween 20 e incubaron 1h a 37 °C o anti-IgG de la molécula de IgAs: CS,CPyCL (cadena ligera) con pe-
raton conjugada con peroxidasigma Chemical Cpa S0s moIeCL_JIares aproximados de 75,50 y 25 kD, respecti-
una dilucion de 1:1 000. Después de una nueva etapa dg@mente (fig. 1).

lavado la reaccion se revel6 con la adicion del sustrato ~ LOs titulos anticuerpos obtenidos en suero con el
(20 mg de ortofenilendiamina, pQ de HO,al 30 % en  esquema de inmunizacion utilizado fuesoperiores a

50 mL de tampdn citrato- fosfato 0,1 M; pH 5,0) durante 1/20 000. Los sueros detectaron fundamentalmente las
15 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvthandas correspondientes a CS'y CP.

Se obtuvo la IgAs a partir de una cromatografia de

entonces por la adicion dg$0, al 12,5 %y fue leida a A partir de la fusién con PEG se originaron cultivos
una absorbancia de 492 n(Reader510 Organon  primarios de hibridomas de los cuales 45 fueron positi-
Tecknika). vos a IgA en el tamizaje primario. De los hibridos positi-

Determinacion de IgA anti-LPS ogawa de célera

) iy . vos seleccionamos 1 que reconocia la banda correspon-
en saliva por ELIS/Se estandariz6 un sistema de ELISA q P

para detectar IgA especifica a LPS ogawa de célera er%“ente aCSy5alaCp. Es.tos hibridomas fueron clqnados
saliva. Fueron recubiertas con este antigeno placas (Nun¥ "éclonados, y se seleccion6 el clon correspondiente a
Maxisorp) auna concentracién de §/mL durante 16 h. €S (19G) y uno a CP (IgQ. Aquellos hibridomas que

Los sitios de unién no especificos fueron bloquedos coneéconocieron CL fueron descartados del estudio.

5 % de leche descremada. Mas tarde se adicionaron las A continuacion, estos anticuerpos fueron utilizados
muestras de saliva (1:2) de 7 voluntarios a tiempo 0 y 9en sistemas tipo ELISA para determinar sus posibilida-
(dias) después del indculo de una cepa atenuada de cOléles en el diagnostico y cuantificacion de la IgA. Para
ra (4 casos) o placebo (3 casos). Luego de lavados coBvaluar la presencia de IgA secretora en muestras de sa-
SSTF-Tween 20 se adicion6 el AcM anti-CS IPK a una |3 se utiliz6 un sistema de ELISA de doble anticuerpo.

d"”?én de 1:?00' Las ela(cj:_a,s fueron _Iavagas d?_ nuf?,VOEn este sistema se compararon los valores medios de
posteriormente y se anadio un. conjugado anti-raton e ,qiqa Optica (DO) 492 nm obtenidos mediante el AcM
peroxidasgSigma Chemical Co1:500. La reaccion se anti-CS (IPK) con uno comerci@igma Chemical Co.).

revelé6 con la adicién del sustrato (20 mg de . _ o
ortoferilendiamina, 2QiL de peréxido de hidrégeno al Los 2 anticuerpos mostraron comportamientos similares.

30 % en 50 mL de tampon citrato-fosfato 0,1 M;5H), Los valores de absorvancia para los AcM (IPK) y comer-
detenida con 80, al 12,5 %y leida a 492 nm. cial (Sigma) fueron 1,12 0,06 y 0,8% 0,05.
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Fig. 1. Inmunotransferencia de IgAs purificada.

Carril A: Suero de ratén inmunizado con IgAs. Carril B: AcM anti-
componente secretor comercial (Sigma). Carril C: AcM purificado
anti-componente secretor. 2B2 (IgG2a). Carril D: AcM purificado
anti-cadena pesada. 2A2 (IgG1).

Revelado con anti-lgG de raton conjugado con peroxidasa.

En la figura 2 se observa que el AcM anti-CS del IPK
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Fig. 3. Curva patron para la determinacién de IgA en suero (sistema
simulado).

DISCUSION

Un nimero significativo de evidencias clinicas y ex-
perimentales sugieren que la IgA desempefia una fun-
cion importante en la proteccién contra aquellas enfer-
medades que tienen como via de entrada las mutbsas.

La jacalina, una lectina obtenida del fruto de
Artocarpus heterophylluss capaz de precipitar IgA
humana (IgA1 mayoritariamente), tanto en suero como
en secreciones, por su capacidad de unién a D-galdctosa.

El componente secretorio es una molécula con muy

es capaz de detectar niveles de IgAs especifica a Lp§&ja inmunogenicidad, por lo que era necesario, para ob-

ogawa en individuos vacunados con una cepa atenuad

de Vibrio cholerae.

Para la realizacion de un sistema simulado para la

tener monoclonales contra ella, disefiar algin procedi-
miento que permitiera de una forma sencilla su purifica-
cién y un incremento en su capacidad inmunogénica.
Por tal motivo se realiz6 un primer paso de purifica-

deteccion de IgA seérica se confeccioné una curva pacién mediante precipitacion por punto isoeléctrico, se eli-
trén, con la parte lineal se determind el limite de detecciénminaron algunas proteinas contaminantes del calostro
de IgA. El AcM anti-CP (IPK) fue capaz de detectar 9,89 humano por centrifugacion y el sobrenadante que conte-
ng de IgA utilizando como criterio de sensibilidad la me- Nia IgAs se purifico por cromatografia de afinidad en una
dia de los blancos + 2 DE (fig. 3). colu_mna agarosa—Jacalln.a. La fraccién espeuﬁca se so-

metié a una electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS en condiciones reductoras con el obje-
tivo de verificar la pureza de la IgAs (fig ).

Los altos titulos obtenidos en los sueros de los ra-
tones indican que la metodologia utilizada fue satisfacto-
ria. La mezcla DMSO-nitrocelulosa-proteina no fue
toxigénica para los ratones utilizados. Los sueros de los
ratones inmunizados detectaron fundamentalmente las
bandas de CS y CP por que eegfjluema de inmuniza-
cién, hubo 2enfrentamientos (Ultima inoculaciorbg-
oster)del sistema inmune a la molécula de IgAs comple-
ta. Similares resultados fueron encontrados por
Knudseft en 1985, cuando utilizaron este procedimiento
para obtener anticuerpos policlonales monoespecificos
en conejos.

En la figura 2 se encontré que existen diferencias
evidentes en los niveles de IgA especifica antes y des-

2,57

0~ Caso 1l Caso2 Caso3 Caso4 Caso5 Caso6 Caso7

[Joao M piao

Fig. 2. Determinaciéon de IgAs anti-LPS ogawa en saliva de
inmunizados con cepa atenuada y placebo.
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pués de la inmunizacion en 3 de los 4 casos inmunizadOKEFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
y no respuesta en los placebos. Sdlo estos 3 positivos

mostraron niveles de IgA especifica en saliva.

Los sistemas de deteccion tipo ELISA han sido am-

pliamente utilizados para medir los niveles de 1A.
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