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RESUMEN

La aparicién de inmunoglobulinas (Tgs}, fisico
i

gquimica y antigénicamente distintas a IgM y que puedan
clasificarse como IgG (similar a IgG humana), ocurre sé
lo en mamfferos. M4s afin, la presencia 'de subclases de
IgG en el suero de mamiferos, es un evento evolutivamen
te muy reciente y por lo tanto, puede‘ser un buen mode-
lo para estudiar la evolucibn de ﬁna familia tan comple
ja de proteinas-~como -son -las Igs.----

El objetivo de este traﬁajo fue caracterizar,ﬁi
sicoquimiqa y antigénicamente la fraccibn Eorrespondie&
te a Igs del tipo G presentes en el suero de roedores d&:;
la especie Octodon Lunatus, y’ ademds compararlas = con
las de otras especies de mamiferos.

El primer paso fue inducir un ;uero inmune en
estos roedores mediante inmunizacifn con Hemocianina de
loco (Concholepas conchofepas). Los animales presenta
ron lﬁggo de igmunizacién secundaria y terciaria, —al-
tos tftulos de anticuerpo anti;ﬁemocianina,ﬁﬁé&idos_p;r

ELISA (enzimainmunoensayo en fase s6lida), 1/2%y 17212

¥

respectivamerite.
La cromatograffa de afinidad en columna de Pro

tefna A-Sepharose del suero, permitié fraccionarlo en




dos componentes: i) La fraccéifn Prot. A, que fue ex-
cluida de la columna y gue contiene la mayor parte de
las protefnas del suero.y, ii) la fracci6n- Prot:.. A+,
absorbida especificamente a la columna desde donde fue
eluida a un pH cercano a 4,3.

Esta fraccifn es lalprincipal responsable de
la actividad antiQHemocianina-y representa un 18% de
las protefnas sé&ricas totales.

El anilisis inmunoelectroforético de la frac-
cidn Prot. at mostr6 dos arcos de inmunoprecipitacién
que indican identidad antigénicd pafcial entre al me-=

nos 2 poblaciones de moléculas. Estas poblaciones no

pudieron ser separadas mediante cromatogfafia de inter

cambio idnico-en DEAE-Sephacel v no mostraron hetero-
geneidad en cuahto a su peso molecular, estimado en
160 kD por cromatografié en Sephacryl S—3007

Se analizf la composicifn peptidica de 1las
proteinas de la fraceifn Prot. A&lmediante electrofo-
resis en gel de poliacrilamida y filtracibn en Sepha-

cryl 5~200, en’'condiciones disociantes y reductoras,

lo que mostr6 la presencia de dos p&ptidos, H v L, -con
pesos moleculares estimados en 55 y 27 kD respectiva-

mente, unidos covalentemente.

Por otro lado, se determind la secuencia ami-

noterminal de las cadenas H, mediante degradacién

-
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vii

sustractiva de Edman. En la primera posicién se detecta
ron dos aminoc&cidos, GLU y ASP; mientras que en la segun,
da posicibn se encontr8 s6lo VAL, :Esto sugiere la presen
cia de mis ‘de un subgrupo para las regiones Vi-

La degradacién con papafna, en ausencia del L-CYS,

de la IgG de estos animales, mostrS dos tipos principales

de fragmentos, F(ab'); y Fab que fueron visualizados por

electroforesis en condiciones no reductoras Y separados

mediante filtracifn en Sephadex G-~100; ambos m&todos per
mitieron esfimar sus pesos moleculares en 100 y 50 kD
respectivamente. Ambos fragmentos mantienen su capacidad
de unir hemocianina en ELISA, sin embargo, difieren en su
valencia, como se deduce.de queusdlo-elwde ~100 kD fue
capaz de aglutinar glSbulos rojos de oveija seﬁsibilizédos
con Hemocianiﬁa:-asi éste serfa bivalente, mientras que
el de ~ 50 kD seria univ;lente, La observacitn de estos
dos tipos de fragmentos, -implica que'ha§ dos sitios de
corte por papaina en ‘la pdblaci@n'degproteinas‘de la
fraccidén Prot. A*; -

Todos estos resiultados apuntan a gue 1é.fraccién
del suero de 0. £uhatué, gue es Prot. A+, corresponde a
inmﬁnoglobulinas del tipo G; con una.heterogeneidéd tal

gue puede gé% el reflejo de al menos.dos




poblaciones de mol&culas, Estas poblaciones no han po
dido ser aisladas y representarfan subclases de IgG o

formas al&lid¢as de la inmunoglobulina.
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ABSTRACT

The appearance of an immunoglobul in physico-
chemically and antigenically different f;om IgM,
which could be classified as IgG {human IgG-like),
occurs only in mammals. Moreover, the presence of
IgG subclasses in mammalian serum is a recent evolu-
tionary event. Therefore, they could be a good model
for studying tﬁe evolution of such a complex family
of proteins as immunoglobulins.

The purpose of this work was to characterize
both physicochemically and antigenically the ‘fraction
of the serum corresponding to IgG-like immunoglobulins
present in the serum of the rodent species Oéiodon Lu
natus, and to compare it with those found in other
mammalian species. -

The first step was to induce an immune serum
in the rodent through immunization with Concholepas
conahoﬂapaa Hemocyahin. The animals sﬁowéd éfter
secdhdary and tertiary immunization, high titres of
anti-Hemocyanin antibodies,1/2? and 1/2!2 respectively,

measured by ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).




Affinity,chromatpgraphy of the serum with
Protein A - Sepharose column allowed to separate it
into two componenté: i) the protein A~ fraction, which
was excluded from the column and which contains most
of the serum protein; and ii) the protein at fraction
specifically bound to the column which was eluted to
a pH of about 4.3. The latter fraction is the main
responsible for the anti—Hemothni; seruﬁ activity and
represents 18% of the whole serum proteins.

Immunoelectrophoretic analysis of the protein
A+ fraction showed two immunoprecipitatioq arcs,
indicating partial antigenic identity between at least
two populations of molecules. Thesé‘populations could
not be separated through ion-ezthange chromatography
in DEAE;éephacel'énd.theyfdid not show-heterogeneity- -~ -
as for their molecular weight, which was estimated at
160 kD by means of Sephacryl S$-300 .chromatography.

The polypeptidic composition df.brOtein a*
fraction proteins was analyzed by means -of polyacrilamide
gel electrophoresis and'Sephacryl S~200 filtration, under
denaturating and reducing conditions, which.disclosed
the presence :of two peptides, H and L, with estimated
ﬁolecular weights of 55 kD and 28 kD;respective%y, held
together by covalent bonds. :

. N

L2




xi

On the other hand, the aminoterminal seguence
of the H chain was determined by Edman's substractive
degradation. On the first position, two aminoacids,
Glu and Asp, were detected, whereas only Val was obtained
on the second position. This sﬁggests more:than one
subgroup for the Vﬁ regions.

IgG papain digéstiﬁn in the absence of L-Cys
showed two main types of fr;gments; F(ab'), and Fab}“
which were seen by electrdphoresis, without reducing.
agents; -they.were..separated-by--filtration..—through .. -
Sephadex G-100. The two methods allowed to estimate
the F(ab'), and Fab molecular weights at 100 kD and
50 kD respectively. Both fragments maintain their
capacity of binding Hemocyanin at.ELISA; however, they

differ‘in their valence, as evidenced by the ability

" only shown by 100 kD fragments of*aggluiinating sheep -

blood cells -sensitized with Hemocyanin; hence, these

'fragments would be bivalent, whereas 50 kD fragments

would be moﬁovalent. Observation of the two kinds of
fragments would mean-two papain cleavage sites in the
pool of Protein AT fraction proteins.

These findings suggest'that the Protein’a’
seruﬁ fraction proteins of 0. funatus are IgG—like
proteins whose heterogeneity would imply at least two

populations of molecules, which so far have hot been




isolated. These groups of proteins would represent

IgG subclasses or allotypes of the immunoglobulin.

xit
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INTRODUCCION

La respuesta inmune constituye un importante proce-
so adaptativo que contribuye a reconocer lo propio y re-
chazar lo extrafio, defendiendo al organismo del ataque
de microorgahismos o toxinas secretadas por ellos y tam-
bi&n de la proliferaci6n de cé&lulas neoplasicas (1).

En vertebrados, la respuesta -inmune posee 3 caracte
risticas fundamentales que son: la especificidad, gue le
permite distinguir antigenos cercanamente relacionados;
la multiplicidad, o capacidad de responder a uﬁ nfimero
casi ilimitado de antigenos; y memoria, propiedad que se
refleja en una respuesta m&s r&pida vy efectiva a una se-
gunda exposicifn al.mismo antfgeno.. ..

Los mecénismos‘pof los cuales se llevan a cabo las
funciones de reconocimiento y elimindcifn del antigeno
est8&n mediados por la interaccién de las .c€lulas que con

~ forman el.sistema inmune y gue son los'l%nfocitoé T,B y
c€lulas accesorias. De esta manera, la entrada de ﬁn an
'tIgeno.alfofgangsmo desencadena la diferenciacién de cé&-
lulas especificas del antigeno, los linfocitos T encarga
dos de igkéeépuesta inmune celular y de la regulacifn de
la respuesta inmune humoral, y los linfocitos Bgencarga—

dos de sintesis de anticuerpos capaces, simultdneamente, .

s, w




de unirse al antigeno y por éus funciones efectoras pro-
mover la eliminacifén de &€l, por medio de las cé&lulas ac-
cesorias. Estos anticuerpos pertenecen al grupo de pro
teinas conocidas como inmunoglobulinas (Igs).

Una caracteristica distintiva de la respuesta inmu-
ne humoral es su alta heterogeweidad afin ante el estimulo
de antfgenos simples (2). Esta c&racteristica hace diff
cil la interpretacisn -de los resultados de estudios tan-
to a nivel celular como molecular. Sin embargo, la dis-
ponibilidad de Igs homog&neas producidas por células . de
~mieloma - un cé&ncer de c&lulas productoras de anticuerpo-
o hibridomas; ha ﬁermttido‘un‘mayor*ﬁesarroiio“de“la““ig -
vestigacifn en cuanto a la estructura;'genética y evolu-
cidn de las. Igs. . ' ,*fh

Asi se ha descrito que la unidad estructurai de .1las
Igs, que se ha mantenido con variaciones muy pequefias a
través de la evolucifn, es una molé&cula glicoprotéica ’dé
aproximadamente l§0_kD, compuesta de cuatrotxxﬁﬁ;sﬁﬁﬁfgai
tfdicas: dos de ellas livianas (L) de 23 kD y dos pesa—

. \.‘ “J\r\‘
das (H) de 50 kD. ‘Gada cadena T esté unlda a una cadena H “

e ©59
- LI

por un puente disulfuro y por enlaces no covalentes, a

i

k]

su vez las cadenas H estén unidas entre sIi por enlaces .

=

dlsulfuro en una regidn denominada regién de'lalmgle La ‘
interaccién entre cada par de cadenas Hy L conforma,en“

sus extremos N-terminales, el sitio de unifn de antfige-

no (3; ) it {(Fig. 1). - - ' },““
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Al lado izquierdo de la Figura se senala 18° namencla
.ruta de dominios de la IgG y al lado derecho A ¥ B sefialan los
‘fragmentos producidos por la digestidn. enzim3tica con papafna. Y
_pep51na, respectivamente. -
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Las cadenas polipeptfdicas componentes de las Igs
se pueden dividir en base a su composicifn antigé&nica,
asi se han descrito dos tipos de cadenas I. (k Y 3) ven
nanfferos superiores cinco tipos de cadenas H (u,vy,$,
€ Ya). Estas filtimas determinan la existencia de cin-
co clases y x‘rarlas subclases de iIgs,con propiedades fisicoqui
micas y funciones eféctoras diferentes (isotipos) {(a4).

Estudios de secuencia de aminodcidos de cadenas I
de mieloma, mostraron gue la mitad N-terminal variaba
notablementé de una molécula a otra, en cambio la mitad
C-terminal tenfa una secuencig con variabilidad restrin .
gida para las Igs de la misma clase. Estas regiones
fueron llamadas VL Y CL respectivamente, siendo éada u-
"na de aproximadamegte 110 amino&cidos. Igualmehte,para
cadenas H se describe una regidn variable V., dgue com-
prende los 110 residuos aminoterminales y una * régién
constante, CH' de una longitud aproximadamente 3 veces
mayor gue la regidn C;+ Dentro de las regiones Vy ¥
VL se han descrito adem&s, zonas de mayof variabilidad,
las regiones hipervariables, Hv, Yy ehtre ellas zonas de
menor variabilidad o zonas de marco, FR Las primeras
son las que tendrfian interaccién dlrecta con Ag, mlentras
que las segundas estarfan 1nvolucradas en la mantencién

’

de la estructura del sitio de comblnac;én {1).




En base a comparaciones de estructura primaria
dentro de las cadenas H y L, se han distinguido uni-
dades de homologla o dominios, con secuencia de ami-
nofcidos y estructura tridimensional similares. Ca-
da una de estas unidades es de 110 amino&cidos, inclu
ye un enlace disulfuro intracatenario y esti plegada
formando un dominio globulér. Se describen entonces,
los dominios variables que corresponden a las regiones
VH Y VL Yy los dominios constantes formados por las re
giones CL Y tres subregionés de la regién CH' designa

das CH;, Cy2 ¥ CH3 para el caso de IgG (5,85 ).

i’
1

Es en estos dominios donde se encuentran distri-
buidas las dos funciones primordiales de la molé&cula
de anticuerpo: reconocimiento del Ag, mediado por los
dominios -V y las;funciohesuefectoras (tal como ,ﬂfijé
cidén de complemento y opsonizacifn) que llevan a su
eliminacidn,mediédos por los dominibs c{7). .As1, la
estructura tridimensional es un reflejo de ‘la dualidad
funcional de &stas moléculas.

Por otro lado, la.organizacifn de las familias de
genes. de anticuerpo,*también refleja esta dualidad fun
cio;al. Estas familgas de genes deben ser capaces de
almacenar y generar informacidn para posiblemeﬁte mi-
llbnes de moléculas. diferentes de anticuerpo.

A estas familias de genes se las ha definidb co-

mo familias multigénicas, pues exhiben cuatro




propiedadeé fundamentales: multiplicidad, ligaz6én es-
trecha, homologia de secuendia y funciones fenotfipicas
relacionadas o superpuestas de sus productos. Ademés
de estas caracteristicas, las familias iltigé&nicas
comparten un rasgo evolutivo original: la seleccibn na
tural parece operar sobre ellas como un todo y no sobre
miembros genéticos individuales. {8 ). Ejemplo de otras
faqilias multigé&nicas son las de los genes rRNA, genes
de histonas, genes tRNA y afin las secuencias simples
gue codifican para DNA sat&8lité (s8).

La formulacitn de. modelos que expliquen la orga-
nizacidén de estas familias de genes ha §ido posible gra
cias a la tecnologfa de enzimas de restficcién Yy DNA
recombinante, Estos estudiog se han hecho principalmen
te en ratoﬂes, pero estudios recientes en otros mamife-
ros han confirmado la universalidad de los principios
bdsicos ( 9 ).

De esta forma se describe que las cadenas de Ig
estdn codificadas en tres familias génicas separadas:
la de lps genes .para cadena L tipo k, la de los.;geﬁes'
para cadena L tipoti, y la de los genes de cadena H.

Cada una de estas familias estd formada por al
menos 3 gfupos de genes (10.11). Las cadenas L’est&n
codificadas por los fegmentos génicos‘Vi (variable),

Jy, (unién) y Cy, (constante) , -mientras que las cadenas




H lo estdn por los segmentos génicos Vyr D (diversidad),
JH y CH el que a su vez estd subdividido en el. ratén por

los genes Cu, CG’ CYQ" c C . Cs y-Ca, que co-

C. . s
Y1 Y2p Y2_a
difican para las distintas clases de Igs. Estos segmen

r

tos génicos estdn separados por DNA de intervencién en
el genoma de cé€lulas indiferenciadas desde el punto de
vista de 1la expresiﬁn'de.génes de anticuerpo ( 12 ),
(Fig. 2).

Durante la diferenciacibn de las c&lulas producto-
ras de anticuerpos o linfocitos B, ocurren dos tipos de
rearreglo a‘nivel del DNA (13 .14). Primero, se unen los
segmentos VL ¥ JL 6 VH’ Dy Jﬁ para generar una secuen-
cia codificadora contigua, para las regiones variables
de las cadenas IL.&6 H respectivamente.- Este proceso - es
liamado "unidn V{D}J" y restringe.cada clon de cé&lulas
B a una especificidad. .

Para la expresidn de 10; genes asf rearreglados,
se transcriben tanto.las.regidnes codificadoras como las
secuencias de intervencidn entre los segmentos génicos
J; ¥ CL o] Jg vy &u, qn'un transcripto nuclear de alto pe
=To) mo;ecular, siendo luego removidas las regiones de in-
tervenéiﬁn‘péra pfbducif‘un mRNA de cadena L con los seg
mentos Vi, Jy ¥ CL cpﬁtiguos e igualmente los segmentos

. . (
VH! D, JH y Cn en un mRNA para cgdena H tipo 1.

=

£
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FIGURA'2., Estructura de las familias de genes de anticuerpo.
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El segundo rearreglo de DNA es conocido £ .como
"switch de clases", ocurre en la regidn CH y germite
que un clon de linfocitos cambie la clase de Ig que ex
presa, manteniendo la misma regifn variable y por 1lo
tanto, la misma especificidad. Este proceso iimplica
la unidn de la regién V(D)J con distintos genes Cq
brovocada por la delecifn del DNA entre las regiones 5!
6 regiones S de cada gen involuerado ( 15 ).

Adem&s de los dos procesos de rearreglo de DNA
descritos, existe un fenbméno denominado exclusibn alé
lica, debido al cual cada c&lula productora de anticuer
PO expresa solo un alelo de cadena H y uno de caéena L.
La suma de estos mecanismos determina que cada’ linfoei’
to exprese, a partir de una familia multigé&nica, un
producto génico finico, con un sitio de unifn dé Ag es
pecifico gue puede estar.asociado a diferentes funcio-
nes efectoras o regiones CH' .

Otro punto de vista que resulta interesante ana-
lizar, es el evolutivo. Lo cual implica estudiés tan~
to a n1vel~de estructura de Igs en especies fllogenétl

camente relevantes, como estudios comparatlvos a nivel

de secuenc1a de am1no&c1dos Yy de DNA,- entre clases de

[ i

Igs, principalmente murinas y humanas. P

LI
.

Asf, dada la alta homologfa en la secuencia de

? [ .
aminodcidos tanto intra como inter cadenas, se“bha




formulado un modelo tentativo para explicar el.. drfigen
genético de las Igs ( 16 } (Fig. 3).

De acuerdo a &€l, se poétula un gen primordial que
codificaba para una mol&cula de aproximadamente 110 ami
no&cidos, el cual luego de sufrir una duplicacibn dio
origen a los segmentos V y C ancestrales. Posteriormen
te, a:través de mecanismos tales como duplicacién géni-
ca, translocacibn, crossing-over dispar homé&logo, etc.,
habrfa generado las familias multigépicas para las Igs
que ya han :gido descritas.

Este modelo se ve apoyado por la organizacifn de
exones e intrones encontrados para los genes CH, de mo-
do que' los segmentos que .codifican para los dominios de
la regifn constante y para la regibén de la ingle, estén
separados por seéuencias dé intervencifn en -: cada gen

C,. (1718).

H
Estudios comparativos de secuencia de nucledtidos

de dominios de genes Cﬁ, muestran gran similitud entre

distintas cadenas, lo que implicarfa gue los dominios de

los distintos‘genes evolucionaron durante la misma &po-
iln 13
ca. Por lo.thto,wlos genes para las distintas clases

10

parecen habei dive;gidp despu8s- de establecida la-estruc-

4

‘tura multidominios (19 ).
N A A !

Estasiconclusiones ., ~'se apoyan. los - resul

tados obteéi@os‘de andlisis de estructura de Igs bajo u

" 3

na perspectiva:filogenética.
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Cabe sefilalar aquf, gque en cualquier estudio de es
te tipo, las especies analizadas son contempordneas Y
gue sBlo se puede suponer que aquellas que llamamos "ar
caicas" conservan algunas caraéteristicas de sus ances-
tros; por lo tanto, las conclusiones que se obtienen, po
seen un cierto grado de incertidumbre.

Los anilisis de la estructura de las Igs en el cur
so de la evolucibn, muestran por un lado que la capaci-
dad de los organismos de responder ante un antigeno pro-
duciendo Igs, aparece s6lo en los vertebrados y,por otro,
indican un aumento de la complejidad de ellas expfesado
como aumento de las clases y subclases de Igs y probable
mente con aumento de la dti\-;erSJhdaciw;ieﬂ n;:enes (Fig. 31) .

La a51gnac16n de una Ig de un vertebrado inferior
a una clase.;particular, se ha he;ﬁobor comparac16n con homd
logos de mamfferos o hés,especificamente con' Igs humanas
en base a peso ﬁolecular.y composicifn polipeptidica y ) :
funciones efeéébras. Idealmente, esta asignacidn debe-

P it

ria basarse ademis esnla secuenc:.a de-vamino&cidos; sin em-

- .
b

bargo, son muy 1imitadds%los datos relevantes en espec1es

-~
it

<

distintas de mamiferos. ',

5 -~
& - *

. La informacidén diééonible“hasta aqui, ha-sido exten

1

l‘r, ot

samente revisada ( 20 : ) 'y puede resumirse como sigue:

- La prlmera clase de Ig s8rica que aparece tanto en la

!:t "-;k . .-
[

ontogenla como en la fllogenla de la respuesta 1nmune .
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humoral, corresponde a IgM, una Ig pentamérica.

- Ya en Condroictios y Actinopterigios hay dos especies
moleculares de Igs séricas, las cuales se diferencian
en peso molecular pero son antigénicamente idé&nticas.

- Las especies mds primitivas en cuyo suero se ha demos-
trado la presencia de dos clases de Igs con PM y pro-
piedades antigénicas diferentes, son los peces pulmo-
nados (dipnoos), representantes de los Sarcopterigios.

- En Anfibios y Reptiles la existencia de dos clases de
Igs ya es clara, afin cuando la de menor peso molecular
no puede clasificarse como IgG propiamente tal.

- En Aves se describe la aparicién de una Ig similar a
una IgA de mamiferos.

- En mamiferos inferiores como los monotremas, se descri-
be por primera vez una Ig de tipo G propiamente tal.

- Encontré&ndose finalﬁente en Mamfferos supgriores las
5 clases de Igs antigénica, fisicoquimica y funcional-
mente diferentes: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, mencionadas
anteriormente.

Si se centra la atencidén en las Igs de tipo G, se
observa que s6lo se han descrito en mamfiferos desde los
Monotremas en adelante (21), siendo de especial inte
rés la aparicifén de subclases de IgG, evento muy
reciente dada la alta homologfa entre ellas. Cabrfa
esperar que &sto fuera un reflejo del grado de evolu-

cibén de las distintas especies, es asi como en conejo,

258 G\

A e 4N

paleotolbgicamente muy arcaico, se observa s6lo una c éﬁe, en -,
IETJ b’yb““’ ELA

= CENIRAL




cuy va existen dos ( 22 ), mientras que grupos de roe-
dores m&s recientes como ratbn y rata y tambi&én el Hom-
bre, poseen 4. .

Las diferencias entre subclases de IgG, donde se
destacan las diferencias en la regibfn de la ingle .. en
cuanto a posicifn y nimero de enlaces disfilfuro interca
tenarios, les confieren propiedades antigénicas funcio-
nales diferentes (Tabla I), permiti&ndoles asf, gue afin
cuando se mantiene una cierta sobreposici6n de funciones
exista mayor especializacif6n, lo cual redunda en una me-

jor adaptabilidad del organismo al medio.

.

El objetivo principal de esta Tesis es analizar

v

la presencia de subclases .de IgG en el suero de una es-

pecie de roedor que es endémica de Chile,*0ctodon Luna-

tus y compararlas ademds, con las subclases de otras es
- H

pecies de mamiferos en cuanto a nfimero y caracteristicas

A .
fisicoquimicas y antigénicas. L

-

,_.

El génerc Octodon, al que pertenece la especie en

estudio, es paleotoléglcamente uno de los roedores cavio

morfos sudamerlcanos més arcaicos (.23 ) (Tabla II). Se

b

supone que este grupo de roedores proviené de Norteam&ri

! 1‘?4."‘ o

ca y que habrian llegado a Sudamérlca en el'Eoceno-Ollgo

14

ceno, mamento en que se supone 1os contlnentes ya.se habrian separado

- ,.v\ g

encontrén&ose con un ‘territorio lleno de‘nlchos dlsponl—
4..
bles, 1os que les permitid gran rad1a016n adaptatxva.
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TABLA IX. CLASIFICACION TAXONOMICA DE DOS ORDENES DE MAMIFERDS

Orden: Lagomoxrfa
{conejo, liebre)

Orden: Rodentia
Sub-Orden: Caviomorfa
Superfamilia: Octodontoidea

Familia: Octodontidae
(Octodon, Spalacopus)

. Familia: Abrocomidae —
(Ratén chinchilla)

Superfamilia: Chinchilloidea

Familia: -Chinchillidae =~ .=
(Chinchilla) °

Superfamilia: Cavioidea
- Familia: Caviidae
(Cuy}
Sub-Orden: .Miomeoyfa .
Superfamilia: Muroidea

Familia: Cricetidae
(Hamster, Ratdn ciervo)-
A S

Familia; Maridae '

. ‘(Rata, ratdn) -
A ' v C : . ;'%.

P
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Dentro del gé&nero Octoddn se han descrito 3 espe
cies: 0. degus, 0. bridgesi y 0. Lunatus, siendo la prin
cipal diferencia entre ellos su ubicacifn - geogr&fica.
Mientras Q. degus se ubic% en la zona central, 0. bridge
44{ est& un poco mis al sur, en la zona cordillerana y
0. Lunatus en la costa central { 24 ).

Ademds de la importancia de estexgénero desde un
punto de vista filogenético, tienen la ventaja de que son.
animales que pueden ser mantenidos en cautiverio, bado
las mismas condiciones de cualquier animal de experimenta
cidn y pueden ser manipulados con relativa facilidad.

Inicialmente se proyectl trabajar con roedores de
la especie 0. degus, para los cuales ya se disponié de un
suero anti-proteinas sé€ricas totales*en conejo, pero iuisu
captura se vio dificultada por la disminuci6tn de sus comu
nidades en el &rea Metropolitana. Por esta razén se tra-
bajs .’ con animales de la especié 0. Lunatus, los cuales
estédn estrechamente relacionados a los de la especie O.dE
gué,ﬂlo que se refleja en la dificultad de distinguirlos

- con certeza a través de los caracteres taxonfmicos descri
" . —
tos;qudemas;“ios perfiles inmuncelectroforéticos de Ilas

£

protéinés totales y dé"las fracciones*de"ngiobqlinasysQn -

similares a los encontrados para 0. funatus.
AL ' x

- 1) s
F

i
;i:f"—-‘ 3 - -
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Animales -

-,

Los animales de la especie Octodon Lunatus, to-
dos pertenecientes a una misma comunidad, con pesos cox, -

porales que fluctuaban entre 80 y 160 gr fueron capturgﬁ

dos en la localidad de Punta de Tralca, litoral central ,

chileno (33° 25' latitud sur, 71° 41' longitud oeste),” °

v

por medio de trampas Sherman en las cercanias de .las éﬁg .

vas y caminos m&s transitados, como ya ha sido descritol‘ .o
Fp Ty &

{25 ). .o

#oo
o

Durante el desarrollo del. trabajo, los animales Lt
s ARl

fueron mantenidos en el vivero del Instituto de Ciéncids:

Fue

&

Biol6gicas de la Pontificia Universidad Cat6lica de Chi’

le. :

.
*y

r ey

Reactivos . .

Angeles; California, USA. Sephacryl S-200,

rosas de Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,

. n
1l
- - 4 =




Acrilamida, Bisacrilamida, Proteina A-Sepharose 4 B y
p-nitrofenilfosfato, se compraron a Sigma Chemical Co.
St. Louis, USA. Los reactivos y estlndares emplea-

dos en t&cnicas de secuenciacifn, fueron todos Pierce

Sequencial Grade, excepto los solventes orgfnicos de
grado pro~anflisis fabricados por Merck, Darmstadt, A-
lemania. Todos los otros .reactivos de grado analitico

fueron provistos por Merck y Sigma Chemical Co.

Antisueros .

Antisuero contra protefnas séricas totales de
Octodon degué fue preparado en conejo en el Taboratario
de Inmunologia déqia'Pontificia'Universidad Cattlica de

Chile, y usado en lugar de un antisuero contra protei~
. ‘ .7 i N

» s
B " k P
’ L 1 P SN

nas séricas de 0. Lunatus, que dada la escasez de mate-
rial no logrd ser .inducido.

K3

Varios .

- > U - LN

+  Placas égipgliamida.de Cheng Ching Trading Co.

Taipei, Taiwan. ‘‘Placas de polivinilo compradas a Dyna

b

o~

olsas -de diflisis de 6 mmpqﬁe exclu-

- " P

19
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Equipos ,
- Colector de fracciones automf&tico LKB (Ultrorac
700) , provisto de bomba perist&ltica Gilson minipuls 2.

‘= Columnas de vidrio borosilicato con adaptadores
de Pharmacia ?ine Chemicals.

- Espectrofotfmetro Shimadzu de doble haz; Modelo
UV 150-02. '

- Cémara electroforé&tica Charlin, para inmunoeleg
troforesis.

- C&mara para electroforesis vertical en placas
construida "en el Laboratorio.

- Limpara de luz UV mineral&gica de onda corta,

Ultra Violet Product Inc., Modelo UVS-54.




METODOS

I. SANGRADO Y OBTENCION DEL SUERO DE 0. Lunatus

Debido a la rapidéZ de coagulacibn que presen-

tan estos animales, el sangrado a blanco se hizo espe -

cialmente diffcil. Por ello, después de anestesiar al

animal se procedif en forma secuencial .a extraer sangre
por el ojo, mediante pipeta Pasteur; luego extraccibn
por arteria abdominal y finalmente punci®n cardfaca, ex

trayendo en cada etapa el miximo posible.

~t
i

Agi, se obtuvo un volumen promedio de 4 ml .‘de

sangre, la cual se dej6 coagular a 4°C;durante la noche

y luego se centrifugf a 500 g por 15 mxn, se asp1r6 el

m&ximo de suero y se volvid a centrlfugar a 12000 g. por
[ .“‘._

20 minutos. ; p@'“:‘
Este suero se guardd con.: a21da s6dica .0, 2% a,

i r L

4°C. -

%
P

II." INMUNIZACION DE LOS ANIMALES

)

Inmunlzaclon de Octadon £unatuéfcon ‘hemocianina

de loco (Concholepas canchoﬂepaél

‘l

Los anlmales fueron 1nmun1zados para identifi-

S s
> i

car las frac01ones sérlcas que contenian antlcuerpos .

: 3 -1.

LA A .
de acuerdo al SLgu;enge protocolo de’ 1nmunlza016n.

=

(la. dosiéiaj 400 "ug de heﬁégfénina (Hc) emul

- ¥
! FY OV,

51onada con Adyuvante. de Freund completo via

- subcut&nea. -

21
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Dia 15 : (2a. dosis}: 400 ng de He emulsionada con Ad-
yuvante de Freund incompleto, via .intramuscular.

Dfa 28 : Extraccibn de sangre por el ojo mediante pipe-
ta Pasteur, para determinar tfitulo de anticuer
po.

Dia 30 : (3a. dosis, inyeccifn de refuerzo): 400 pg de
He sin Adyuvante, via intramuscular.

Dfa 40 : Sangrado a blanco.

III. FRACCIONAMIENTO DEL SUERO ~ -
Fraccionamiento en columna de Proteina A-Sepharose
L4B. {28)

Alfcuotas de hasta.-1,5 ml .del .suero .ajustado.a... -.

T

pH 8. fueron aplicadas a una columna de 9 ml de Prot, A- *

-

Sepharose, equilibrada en PBS pH 8. ILa cromatografia
se reélizﬁ a un flujo descendente de 10 ml/hr recolec-
tando fracciones de 1 ml mediange colector automé&tico.

, Luego de pasar la muestra se lavd la columna
J:.‘, .

con“PBS pﬁ\B y se eluyd con una gradlente lineal entre
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Se juntaron.las fracciones de cada pico, se lle
varon a volumen inicial mediante diflisis por presifén ne
gativa, se dializaron contra PBS y.se guardaron congela-

das.

Fraccionamiento y estimacidn de pesos moleculares
por filtracibn en gel.

Para estimar los pesos moleculares de las pro-
tefnas obtenidas en la elucibfn de la columna de Prot. A-
Sepharose, se utilizd una columna de .Sephacryl .S - 500
(130 om x 0,9 cm) equilibrada con Tampén S-200 :(NaCl
0,5 M, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, Azida s6dica 0 02%.ajuSta—

da a pH 7 con HCl) a .la _cual fueron apllcadas alicuotas

\ .z

de 1 ml que contienen aproximadamente 2 mg/ml de protei-

A
na. * Yo

Para el caso de la fraccién Prot. A, antes de

la cromatografia, se pre01p1t6 con igual volumen de solu

cibn de Sulfatg de Amonio saturado (4,7 M), se de35 a

4°C duran%e la noche, se lav8 tres veces con Sol. Sulfa,

to de amonio 50%;y se resuspendid el precipitado;,én el-

-

3

Tampbn de 1arcolumna; :

E

Se usé un flujo‘descendente de 10 ml/hr y se
recolectaron fracc1ones de 2 ml de eluido por- tubo,‘ me-

dlante colector autométlco. El perfil de elu016n se de

"

term1n6 espectrofotométrlcamente a 280 nm.

[N
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Bajo estas mismas condiciones se cromatografia
ron proteinas de peso molecular conocido: *IgM (960 kD),

IgG (150 kD}l, Ovoalbfimina (45 kD) y Citecromo:'C (il,?

-

kD).. Con ellas se construyf la curva de calibracifn
Volumen de elucifn vs LN peso molecular, donde se extra

pols el peso molecular de las muestras problema.

Cromatografia de iﬂfercﬁmbio idnico en DEAE—Sepﬁaqel
Alicuotas que contenfan 5 mg de protefna fueron
dializadas exhaustivamente contra Tamp6n Tris 20 mM-NaCl
20 m@ pPH 7,9 y aplicadas a una columna de 3 ml de DEAE -
Sephacel equilibrada en el miéﬁotTampén.
La cromatografla seﬁfealizé a un flujo descen-
dente de 10uml/hr; se lavs éan TFis;?O mM-NaCl 20 mM

pH 7,9 vy se eluyeron las pr%péinas retenidas en la co-

lumna mediante un gradienﬁé,ae fuerza iSnica desde 20 mM

B

a 400 mM de ‘NaCl en Tris 20 mM pH 7, 9. Se colectaron

. -

fracciones de 1ml, las gue- se“sometleron a~lectura-es- =, -

- [
- vy

pectrofotom&trica a 280 nm,'para determlnar el perfil de .

o Latd -t

elucitn de proteinas, a 1ectura de conduct1v1dad para de RN

.u-" ‘
k]

terminar la: concentra016n de NaCl equivalente.

* o, zr“
Este ‘método es el descrlto para IgG ratdn (27) B Tt

. "
. .‘gw.‘,‘ -

£33

Separa01on de cadenas peptidlcas componentes de :

las Igs, por flltrac15n en Sephacryl‘s 200/SDS , .

5 # p«‘»

Para ésto se carbox;metllaron 1as muestras obte

oy

-

Sephacryl S- 300 de acugrdo al




nétodo descriﬁo por Crestfield y col. ( 28), en el cual

S mg de protefnas fueron, primero reducidos
totalmente con 2-Mercaptoetanol 0,12 M en presencia de
Urea 8 M, EDTA 0,2% en Tampbn .Tris 0,375 M - HCl pH 8,6
bajo atmb6sfera de N, por 4 hr a temperatura ambiente. ¥

luego, alguilados en oscuridad con &cido Iodoac&tico neu

tralizado con NaCH 1 N por 15 minutos. Meédiante difli-

sis exhaustiva a 4°C contra agua destilada, se elimina- -

ron el dcido Iodoacético y el exceso de reactivos, para
ser posteriormente concentrados por. liofilizacidn.

M&s o menos 5mg de esta protefna carboximetila
da fueron disueltas &n 1-2 ml de Tampbn S-200/SDS (Tris
50 mM, EDTA 1 mM, SDS 1%, Azida s6dica 0,02% ajustado 5
PH 6,8 con HCl) y se les agregd SDS h;sga una concentra
cibén 4 veces la cantidad -de proteifinma y 100 pl de 2-
Mercaptoetancl. Se calent6 a 100°C -por 2-6 3 min en ba
fio de agua y luego se dializd contra Tampén S-200/SDS.

La muestra asi,préparaQa se»aplicé a una ;olug
na de Sephacryl S~200 (240 x 1,6 cm), equilibrada con
Tampdn S—EOO/SDS. ‘La é;omatografia se realizd a un
flujo ascendente qe 5-6 ﬁl/hr recogiendo fracciones de

2,6 ml por tubo. El perfil de elucidn se determin$ por

lectura espectrofotométrica a 280 nm.

25
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1V. PRODUCCION DE FRAGMENTOS POR DEGRADACION ENZIMATICA

DE INMUNOGLOBULINAS

Digestidn con papafna

La degradacifn con papafna se realizs de acuer
do a un método desarrollado para. IgGy de ratébn-{ 29},
gue se diferencia del método tradicional de Porter {30)
en que no se utiliza cistefna en el medio de reaccién,
sino que la papaina se activa previamente ¥y luego se ha
ce reaccionar con la proteina;.estOutienewla ventaja de
que se evita el paso de]ﬂdﬁﬂzéf@b por'regucCiﬁn con la

cistelna directamente. e
) : . N Ty )
. Asf, el procedimiento consistid“enapreactivar

-

la papaina en 1 ml de Tampén Acetato 0, 1 M que contenia .

< oy

"\

a 37°C, luego se retird la. c;steina filtrarndo en una

columna de Sephadex‘GéZS‘superfinQ"ﬁzo 6&?#11‘cm)feqqi .
librada a T°-ambie£te}con Tampbn Acetaté?b;i M con EDTA

3 mM pH 5 5. Se colectaron fracciones deriiml que se
leyeron eépectrofotométrlcamente a 280 nﬁy wDe: estas

A

fraccmones se-mellglé—labde mayor—cencentrac15nwvaara ~~~~~~

I o ead

reallzar la dlgestlén, 1a cual se llev6-a. cabo .en una -

razén en21ma : sustrato de 10% (p/pl, con una »eoncen—

}
¥

:.a

trac16n aproxlmada de 10.mg/ml de Ig. La mezcla de

reacc16n se incub6 9 hr a 37°C, bajoiNz Mranscurrido

£
. &

Pk
2




ese tiempo se yolvif a agregar la misma caﬁtidad de pa-
pafna, incubando.otras 9 horas. Se detuvo la reaccién
agregando’ Iodoacetamida hasta una concentracién de 30-
mM.

El anflisis de los fragmentos papainicoé se
realiz6 mediante electroforesis en geles -de poliacrila-
mida'en gradiente lineal entre el 11% v el 20%, en con-

diciones no. reductoras.

Separacibn dé los fragmentos papainicos principales
La purificacitn de estos -fragmentos se realiz®

mediante cromatografié en columna de Sephaﬁex G-100 (150
cm x 0,9 cm), eguilibradas en éBS éH 7.4 a un flujo de
5 ml/hr., colectando fracciones de .l ml., -El perfil de
elucibn se.detexmiﬁé por lectura eépeCtrofotométrica a
280 nm 8 230 nm.pafa-aumentar la 'sensibilidad cuando ha

bia bajé concentracidn..de proteinas. ..

27

Determinacidn de actividad.de los framentos papali-i-

nicos Eﬁ .
t
La determinacifn de actividad anti-Hc de iLolos

fragmentos se realizb mediante .ELISA y paralélaﬁente me

~

diante hemaglutinacifn pasiva de gldbulos rojos‘de ove-

b
L4

ja sensibilizados con Hc. Ambas mediciones.de activi -

N ‘dad’se realizaron tomando alicuotas de las fracciones

T r v w
x v
- - ¢ »
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eluidas de la columna de Sephadex G-100.

Vi. ANALXYSIS ELECTROFORETICOS DE LAS FRACCIONES CON

ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y SUS FRAGMENTOS

Electroforesis en geles de poliacrilamida en pre -
sencia de 8DS
Se usb el sistema descrito por Laemli y Favre -
{31), con algunas modificaciones. El gel- separador es

taba compuesto de poliacrilamida cuya concentracidn va

>
LY

riaba linealmente .entre un 20% en el extremo : .inférior
hasta un 11% en la superficie SDS 0,1%, TEMED 0,05%, Per-
sulfato de Amonio 0,05% en Tris.0,375M- HCl _PH 8,8. Una

vez polimerizado el gel bajo Isobutanol saturado en a-

»

gua, se deposité el gel concentrador que estd compuesto

por poliacrilamida al 3% con SDS 0,1%, TEMED 0,1%, Per-
sulfato de Amonio 0,03% .en Tris 0,0125 MM-‘- 'HC1 pH 6,8.
El sistema para .la construécién%aeﬂla gradien-
te lineal\ae_poliacrilamida (200 ml1 x 1adq);ﬂéstaba com
puesto por 2 vasos - sumergidos en hlelo'éééa retardax

la pollmerlzac16n - conectados pPor un tubo de pl&stmco

flexlble. Uno -de los vasos estaba conectado a una bom—

O

:a ,‘

>

ba peristaltica, que‘lmpulsaba la solucmdnhmezclada por

un agltador magnético, al equipo electroforéélco- este




£ -

vaso contenia la solucibn de poliacrilamida al 20% con
Sacarosa al 20% como agente estabilizante de la gradien
te. El otro vaso contenia la solucién de poliacrilami-
da al 11%.

Los compartimientos de-los electrodos se llena
ron con Tampén Tris 0,025 M, Glicina 0,19 M, SDS 0,1%,
pH 8,6.

Entre 5 y 20 3ig de proteina ' fueron disueltas
en un volumen final de 0,4 ml que contenfa Tris 0,094
M - HC1 pH 6,8, SDS 3%, Glicerol 15%, 2-Mercaptoetanol
1,5% (omitido en algunos experimentos) y una gota de
Azﬁl de Bromo Eenol; se calentaron a 100?é“durante - 2
min y con ellas se cargaron los pocillos. Se ...corrid
la electroforesis a 40 & 45 V durante la noche.

El gel se tifi6 por inmersidn . -7 en una so

lucidn que contenfa Azul de Cocmassie 0,25%, &cido Acé

tico 10%, Metanol 50%. Se elimind el exceso ‘de .coloran

te con solucibn de &cido Acé&tico 10%, Metanol 50%, ha

L

ciendo &l filtimo -lavado en '‘&cido Acético 5% y Glicerol

5%. Se sécﬁ mediante vacfo sobre papel Whatman N°1.

Estimacidn de pesos moleculares en sistema PAGE-

SDS ' .

?

Para la estimacifn de pesos moleculares median

, .
te este sistema, se .estandarizd con las siguientes

¥

y t
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protelnas: Fosforilasa b (94 kD), Seroalbfimina bovina
(70 kD}, Ovoalbﬁminé (45 kD), Anhidrasa Carbbnica (30
kD), Inhibidor de Tripsina (20 kD) y a;Lactéalbﬁmina
(14 kD), ¥y se grafic la migracifén relativa vs el Ln

Peso Molecular.

VIZ. TECNICAS INMUNOLOGICAS

Determinacidn de actividad por ELISA

El método ELISA (Enzimainmunoensayo en fase [~

w

s6lida) permite determinar unién ‘del anticuerpo a un ¢

ERENS
i

antfgeno en fase s6lida mediante una heaccifn enzimd~:°"

- 1

tica acoplada (32). Para ello .se-.sensibilizé una -

placa de cloruro de: polivinilo, agregando 50 nl de’ -~

o

He por pocillo de una solucibn de-éproiimadamente 50

ng/ml, después de 5 h de incubacifn se bloguearon los .

: . . ¥ o
sitios remanentes llenando_los pocillos con una solu- *™-

cidén que contenia una -protefna no relacionada (Ovoal-= .

bdmina) éixl% en PBS por 18 ho;és.J“Luego de lavada ia . °
% . . S

placa,--al -menos--tres.veces, con.Tween.20_al_1% en PBS,*.*
. - 5 fqv'u: - ,. ™ L

se incubd‘dos‘hr_aﬂfémperatura_ambienté con 50 ul de ééf‘l

lucién de anticuerpo en diluciones seriadas. Se lavd'

&
¥ . Iy

nuevamente con PBS-Tween, se.agregardh‘59~nl de una di
- M X b

lucidén 1/200 de antisuero contra protefinas séricas tq‘

tales de Octodon 439&6 y se incubs 1 hr a 37°C.5Estaf
tépafﬁérmite aumentar la sensipilidad:ﬁiél‘ método. ;?

-

. -
- . ; i
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- T Se volvi& a lavar
y se incub6 3 hr a 37°C, con 50 pl de una dilucién 1/
200 del conjugado Protefina A-Fosfatasa Alcalina en PBS-
Ovoalbfimina al 1%. Despu&s de lavadas lasg placas, los
complejos inmunes se revelaron agregando el sustrato
p-Nitrofenilfosfato en una concentracifn de 1 mg/ml en
TampSn Carbonato 0,05 M, Mg012~1 mM, pH 9,6. .Iuego
de 30 min a temperatura ambiente se detuvo la reaccifn
con'50 nl de NaOH 3 M y se diluy8 la mezcla de reacecifn
‘a uh volumen de 200 pl con agua destilada, registrando

en forma cuantitativa la liberacién de p-Nitrofenol por

absorbancia a 405 nm. -

Inmunoelectroforesis simple
La 1nmunoelectrofore51s se realiz6 de acuerdo
a la mlcrotécnlca descrlta por Williams (33 ), en pla-
cas de Agarosa-A 1% en Tampdn Veronal pH 8,6 (Barbitu-
rato de Sodio 75 mM.y &cido Barbitfirico 15 mM}. Una
veirsolidiﬁicada la Agarosa sobre la lémina de ¥idrio

. %
(7 5 cm x 2,5 cm} se colocaron las muestras en 2 poci-

llos equldlstantes de un canal longitudinal central,

hechos en. la«Agarosa -y se -agregd- un cristal -de Azul-de

':,‘.a

bromofenol como indicador de la migracién. 2

P

La»fase electroforética se llev6 a cabo colo-

31




lienando las cubetas ~. ' de -. los 3electrodos

con Tamp6n Veronal pE 8,6 y aplicando unéjﬁ corriente
constante de 5 mA por placa hasta que el indicador se
encontraba cercano al extremo cat&dico de la-placa.
En la fase siguiente, se llenl el canal cen
tral con antisuero contra protefnas séricas totales de
0. degus y se dejb difundir en clmara hfimeda hasta la
aparicitén de bandas de inmunoprecipitacién (24 -a..28
hr). Las bandas se tifieron sumergiendo las -
previamente lavadas y secas en Solucifn de AmidoBlack
11% (p/v) en Tanpbn Acetato 0,55"M pH 3,7 (Acetato-de
Sodio 0,1 My écido Acético 1 M mezclados v/v), éuraﬂ

e

te 20 minutos. Se lavhd el excesb_de colorante con

4

&cido Acé&tico 2%. Pinalmente, 'se tratan con una‘éplg

cifn &cido Ac&tico 2%, Glicerol 5% ¥ se dejaron'shcar

+

al aire. ) .

it
f

Inmunpelectroforesis bidimensional LG

Esta técnica es especialmente ﬁtil.paraﬁméél
\w, - ’ ;“i ¥

an8lisis de|mezclas de antigenos. Consta de dos.pro-=

Tt e

»

cesos electroforéticos: i) electroforesis—simple-““én -

w 4 &

geles de Agarosa.y, ii) electroforesis'pefpendicul%g -

- e

a la anterior, que hace migrar las proteinas a ti
. * Y Bl

" PP A

. de un sopor

*

avés
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La £écnica se realiz6 de acuerdo al procedimien
to descrifio por Clark y Freeman (34), utilizando Tampén

Veronal ph 8,6. La electroforesis en la primera ~ dimen
5i6n se realiz6 igual que para inmunoelectroforesis sim
ple. Paral la segunda dimensifn se cortdlel gei por lg
linea longitudinal que separaba los pocillos y se tfans—
firieron las tiras de Agarosa al borde de las placas de
vidrio (9,0 cm x 7,5 cm).. Se cubri8 el resto de la pla-
ca‘bon una mezcla de Agarosa 1% en Tampdn Veronal que con
tenfa una dilucién 1/20 de antisuero, contra protefnas

séricas totales de 0. degus, .dializado previamente con-

tra el mismo Tampén.

-

Una vez solidificado el,gel; se monts la'placé
en la c@mara electroforética -de mpdéique la regi6én que
contenlia el gel de la primera dimgnsiﬁn queéara en el ex
tremo an&dico. La electroforesis.se realiz6 a-4°C y a

voltaje constante de .30 Vv durante-.20 a 30 hr, hasta que

aparecieron bandas de- precipitacifn. Despu&s de &sto

s;élavé.%a placa en una solucifén NaCl 0,2 M, EDTA 1 M,
pégé ;liQEnarAlas proteihas solubles. incluidas” en el gel
iéiqégo én|agua destilada para eliminar las sales. EL
pgé%?aim;ento dé-secado.y tincibn fue‘el mismo que para

!"“’. % . hd ’ .
+las ‘I.B.. simples. ;

N w
P H N
i;‘.’s-w .
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Hemaglutinacifn pasiva

La| hemaglutinacifn pasiva consisfe:en sensibi-

lizar GRO con un antfigeno determinado y hacerlos ' reac-

cionar con

el anticuerpo correspondiente (35). #Es un

método ripido y sensible que a la vez permite analizar

la bivalencia de los anticuerpos, ya gque para que

haya

"

aglutinacién de los GR se requiere la integridad de los

dos sitios

de unidn de antfgeno de la molécula.

Lal sensibilizacifn de los GRO se realiz como

sigue: 0,2

ml de una suspensifn de GRO 50% en PBS ‘.con

la modificacibén de Golub -(NaCl.75 .mM, KH,PO, 18 mM, i

Na,HPO, 72| mM, pH 7,2), fueron mezclados con 4,5;ml de

w

una solucidn de Hc 10 mg/ml en el mismo Tamp&n 'y se les

agregd 200

1‘,}
mg de Carbodiimida..(Clorhidrato de 1-Efil-3-

-~

(3-Dimetilaminopropil)Carbodiimida) .disueltos en” 1 ml
de PBS Golub. Se incub8 1 -hr a t° ambiente y .se de-

tuvo la reaccisn. lavando los GR.-tres veces con PBS Golub,

después de

R -~

lo cual fueron resuspendidos en 5 ﬂljde. PBS

&

Golub adicionado con suerc normal.de conejo absorbido con
E R

GR al 1%, | "
Seih;pierqureaccionar'25 2 de estos GRO-Hc . con
- -, . T A ‘!”‘_: R
25 ul de solucidn de anticuerpo, después de incubar 1 hr

a-t° ambien

tativa. -

ite. se observ6 la aglutinacién en forma cuali-

-~ * d o
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VII-.. SECUENCIACION POR EL EXTREMO AMINOTERMINAL DE

LAS PROTEINAS

Secuenciacién manual de la regidn amino-terminal

Esta se realizl por degradacifn sustractiva de

Edman en presencia.de SDS, de acuerdo a la té&cnica des-

crita por Weiner y col. (36).

Bisicamente el método consiste en:; 10 nmoles de

proteina gisueltos.en 200 pl-de Tampbn .de Acoplamiento-

‘ .

SDS (NaHCO; 0,5 M ajustado a pH 9,8 con NaOH, adiciona=

do con SDS 1,4 veces en exceso sobre la proteina agrega

da), se hacen :reaccionar con .10 pl de PITC y se incuba-

ron bajo atmbsfera de N, a 50°C:durante 30 minutos. La
reaccibn se detuvo precipitando con 9 volﬁmeneshde Ace-
tona, se centfifugé,'el precipitado se lavd con 2 ml dq
Acetona- se "sec6 al vacfo dufante 30 min en- un deseca
dor temperado a 50°C. )
Ea c}claCién ¥y liberaci®n de los derivados fe-
niltiohidinfbingdos se efectus agregando 0,2$mi de TFA

énhiarb\g‘(iinqubando a 50°C en un tubo sellado bajo

o

N5 duran S%ﬁiﬁg;os; finalizado este tiempo,:se agregd
un crista défsbélwhﬁa'VEz disuelté ‘se retir6 ~ el TFA -

3

ujozde Ny ° 'y luego al vacio en un desecador—-
L -

e

h '
con un £

¥

a 50°cC.

1 résiduo obtenido se disolvié én 200 pl de
L R

. Tamp&n defaqéﬁiéﬁiento y se retir$ una cantidad
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- correspondiente a™0,5 nmoles de protefna para dansila-
cién, de acuerdo al mé&todo descrito m&s hgajogfd

La degradacifn se continud agregando PITC al

remanente;y repitiendo el ciclo.

Determinacibn de residuos aminoterminales

Se empled la técnica de dansilacifn de Hartley
(37) ; en presencia de SDS 1% y con algunas modificacio-
nes de Gross y Labouesse (38).

Entre 0,5 y 10 nmoles de protefna fueron  di-
sueltos en| 50 yl de Tampbn de Dansilacibn (Tamp&n Fosfa
to de Sodio 0,25 M pH 7,8, SDS 1%),f se hicieron reac-
cionar con| medio volumgn de DNS-Cl 5 mg/ml en Acetona.
La reaccifn se hizo bajo atmdsfera‘de N de'tubps“deuvi
drio (8 em|x 0,9 cm)-cubiert05“con-Parafiiﬁ—yﬁée“incubd
a t° ambiente durante 30 minutos. Se detuvo la reaccidn

por adicifn de TCA a 4°C hasta una.concentracién final

de 20%, se|centrifugb 10 min a 500 g y el precipitado se

lavo con\QOU-ul de HCl 6 N, se 'selld el tubo v se hidro-

liz6 la proteina a 110°C entre 6 y 18 horas.

Transcurrido el tiempo .de hidrSlisis se removid .

el &cido al vacfo en un desecador temperado por wun bafio

; _ 2
de agua a 50°C y'los hidrolizados se disolvieron'en 10 a

20" i de Piridina 50% en agua bidestilada.

* H
LS + -
¥
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Los aminofcidos dansilados se | identificaron

por cromatografia en placas de poliamida de 5 cm x 5 cm,
la muestra se sembrd a 0,5 cm de los bordes lateral e in
ferior; al reverso de la,placa se sembrf6 un estdndar’

de DNS—Aminoacidos, los cuales sirven como patrones de
comparacidn,
La cromatografia se llev6 a cabo usando tres
sistemas dé solventes: el Solvente I (Ac. F&6rmico 1,5 %
en agua) se|corrib en la primera dimensifn hasta alcanzar
0,5 cm del extremo supérior, se dejélsecar la placa y per
pendicularmente al anterior se corrieron el Solvente II
(Benceno:Ac  Ac&tico, 9:1) vy el Solvénte III (Etil Aceta=
to:Ac. Acético:Metanol, 20:1:1). Las placas se secaron_
con aire caliente entre los dos tltimos solventes.

Los DNS-Aa se visualizaron bajeo luz UV de onda

corta.
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RESULTADOS

Inmunizacisn de 0. Lunatus con Hemocianina de loco (Hc)
La Figura 4 muestra.la titulacién del suero

un roedor 0. Lunatus antes y despuds de ser sometido
protocolo de inmunizacién descrito.

ée observS un aumento considerable del tftu-
luego de| la inmunizacién, alcanzando valores de 1/29.
inmunizagifén secundaria (datos no presentados) Y

1/212  en inmunizacién terciaria.

Fraccionamiento del suero por cromatografia de afinidad

en columna de Prot. A-Sephafose

La'cromaﬁografia en columna Prot. A-Sepharose

(Fig. 5) permitié fraccionar el suero en dos componentes:

i)
ne

un

la fraccidn Prot. A*-excluidd de la columna,'qpe contie
la mayor parte de las protefnas del suero, muestra

tftulo especifico anti-Hc medido por ELISA de 1/212 vy,

ii) la fraceibn Prot. A+ retenida por la columna, que fue

posible eluir a un pH cercano a 4,3 contiene aprbximada-

4

mente 10 mg/ml de protefna por ml de suero inicial. La

k)

actividad anti-Hc de esta fraccibn, medida por ELISA

H
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—'Log 2 dilucion

tulacidn por ELISA del suero inmune (resp. terciaria)
no. inmune de 0. funatus en placas de polivinilo sensi
lizadas con 50 nl de una solucidn Hemocianina de loco.
pg/ml. . -

tf+ulo se define como la dilucidn a la gue se obtie-
e la actividad miaxima o saturacidn.

s

lectura basal corresponde a las lecturas de Byps
placa control sensibilizadas solamente con ovoalbimmina.

g

-
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CROMATOGRAFIA EN COLUMNA-PROTEINA A-SEPHAROSE:
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FIGURA 5.

_ cidn se reall
)1
recogiendo £

citrato O

1
\Pa

I
II

-
1 ZO Ccon

. La cromatograffa se realiz6 a.un flujo.de 10 ml/hr
racciones de 1 ml. )

Parfil cromatogréfico de la columna .Prot. A-Sepharose
{9
de

ml), a.la que fue aplicado 't ml de suero completo

0. Lunafus.llevado a .pH 8,0 con una solucidn de Tris
M, pH 11. "

ra el lavado de la -columna se usd.PBS pH 8,0 y la elu
un gradiente de pH desde 5,5 a.2,5 en.Tampdn

: Fraccifn Prot.—A._; excluida-de la columna.._ _

: Fraccidn Prot. A , retenida especificamente a la
coliumna.-

+*

-
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mostrS un tftulo de 1/2!!. Esto indica que la actividad
anti-Hc del suero completo est4 asociada principalmente
a la fraccién Prot. A+, lo cual es consistente con la
observacifén de arcos de precipitacién cuando se enfrenta
esta fraccibn con una solucién que contiene 1 mg/ml de
Hemocianina colocada en él canal de la electroforesis
simple (Figura 6).

La Tabla III resume los resultados del frac-
cionamiento del suero por cromatograffa de afinidad en

columna Prot. A-Sepharose.

3. Inmunocelectroforesis (IE) simple y bidimensional

El andlisis inmunoelectroforético realizado

: +
para estimar 1la pureza de la fraccién Prot. A se
muestra en la Figura 7. Este andlisis mostré6 dos

arcos de precipitacifn, un componente principal de
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ANALISIS DE PRECIPITACION DE Hc EN INMUNOELECTROFORESIS
SIMPLE

|
J

PR

I

Tt

A: Hemocianina
[ B: Antisuero o-Proteinas séricas

totales de Q. degus

L T Y

FIGURA 6. Inmunocelectroforesis en Rgarosa 1% en Veronal pH 8,6
de fracciones Prot. A y Prot. A, enfrentadas a Hc
y a antisuero. contra proteinas séricas totales de 0. degus.
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}
TABLA III. FRACCIONAMIENTO DEI, SUERO A TRAVES DE COLUMNA PROT.A-

SEPHARDSE
Fraccidn Actividad Proteinas % Actividad Purificacidn
{(a) {mg/mil) - especifica(b)
Suero completo 12 56 100 0,21 1
Fraccién Prot.a’ 11 10 18 1,10 5,24
o - v (c)
Fraccidn Prot.A 4 44 82 0,1 -

£ bl »

a) La actividad es expresada como :Log-éﬂ,ﬁéggizidel tTtulo. il *

b) La actividad especifica es calculada como el cuociente entre 1la
actividad (a) y las protefnas por ml de suero.

c) Calculado por sustraccidn: % proteina sueéro completo
-~ % proteina fraccidn Prot. 2

S




ANALISIS INMUNOELECTROFORETICO

1,E. bidimensional

B e e T

ILE.simpfe

e I T T Y

a4

gmzﬂ_‘q—;. (+} (+)
r/d"'\ _ ‘
!
1D ! 2D
P
.Y H i
) R ) - - ——i
)‘.. ' g i\ ;4 A B
| (=)
e rai=) T
{(+)a4—— 1°'D (=1 1 = 1D — (4]
A Suero completo
B: Fraccidn eluida de columna pProt A-Sepharose
FIGURA 7. Andlisis del suero completo de 0. Lunatus (a} y frac-

cidén Prot. at (B) por inmunocelectroforesis simple ¥
bidimensional en Agarosa. .

1°D: En ambos.casos la primera dimensidn fue realizada
en geles de Agarosa 1% en Tampdn Veronal pH 8,6 (Barbiturato de
sodio 75 mM, AcC. Barbitfirico .15 mM},, durante aproximadamente 1 h.

2°D: Segunda dimensifn, las proteinas separadas en 1la
primera dimensidn, se hicieron migrar a través de gel de Agaro—
sa 1% en Tampdn Veronal pH 8,6 que contenfa una dilucidn 1/20 de
antisuero anti-protefnas séricas totales de 0. degus, inducido en
conejo.
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miéracién electroforética ripida gue se sobrepone en uno
de sus extremos con un componente de ﬁovilidad electrofo
rética menor. Estos resultados sugieren que la fraccibn
Prot. A+ no es totalmente homogé&nea, aln cuando poseen

identidad inmunol&gica parcial.

4, Cromatografia de intercambio idnico en DEAE-~Sephacel
Se intentd separar los componentes visualiza-
dos en el perfil inmunoelectroforético de la Fraccién
Prot. A%, aprovechando la aparente diferencia de carga
que se observs, mediante cromatografia en DEAE-Sephacel.
"EL pérfil de elucidn de.esta columna (Fig. 8),
muestra 2 picos de proteina.con activi&ad anti-Hc medi-
da por ELISA. Una;fracciﬁﬁ.fue excluida de . la columna,
mientras que la otra fue retenida y eluida a una fuerza
ifnica equivalente a 60 mM de NaCl., Estos dos,picos;
sin embargo, muestrén un comportamiento inmunoelec£r0f9

rético similar al de la fraccién.RrotfiAT_que se .‘mues—_ .

\1. . *
tra en la ‘Figura 7 (datos no mostrados) con 2 bandas de
e

precipitacidn.
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CROCMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ICNICO EN DEAE-SEPHACEL DE LA FRACCION

+
PROT. A - -
Aago . '

0,064

Nact (mM)
0.04- e
4 Aos
200 (o0
002- . 4o
100 ~
™ N =03:
] 7 T T T T Y : ot T -
20 40 ) 60 -~

Fraccio’n N

FIGURA 8. Perfil de elucién de proteinas _(se) de columna de DEAE-
Sephacel (3 ml). Flujo: 10 ml/ hora.
El lavado se realizd-con-Tris 20 mM-NaCl 20 =M, pH-7,9:
La elucifn se realizd con una gradlente de fuerza 16n1ca equ:x.valen
- te de 20 mM a 400 mM de NaCl {—.-.}.: -
Se colectaron fracciones de 1 ml.
( 0o ) Determinacifn de actividad en ELISA se grafica
como lectura espectrofotomBtrica a 405 nm. ‘
La flecha:indica inicio -de- la gradiente.

-

e
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5, Estimacitn de pesos moleculares de fracecidn Prot. A

por filtracidn en gel
La estimacifn de pesos moleculares se reali-

z8 mediante cromatografia en Sephacryl S-300 (Figura 9},
previamente calibrada con protefnas de peso molecular
conocido, con las cuales se construyb.la curva Ln pM
velVolumen de'. elucién. EL coeficiente de correlacién
para esta curva fue de 0,998.

Asf se calculS un peso molecular de aproxima-
damente 160000 D, para!la fraccibn Prot. A+,

Andlisis similar realizado para la ﬁraccién
Prot. a® mostrd dos picos de protefnas, pero la activi
dad anti-Hc medida por ELISA no mostrd picos definidos

-

por lo que los resultados no fueron concluyentes.

6. Anélisis de la’ composicibn poliﬁeptidica de la f;ag
cidn proteina‘A+ por PAGE-SDS
La electroforesis realizada -en gél de polia-
crilamidaxgn condiciones-disociantes v reéuctoras (SDs’
més 2-Mercaptoetanol) permitid observar la presenéia
de dos tipos de cadenas (H y L), componentés de las
proteinas de la fraccién Prot. A+,.qﬁé mostraron bandas

pnaimﬁmmﬂxs‘omfnuné migracién similar a cadenas vy y L

tipicas.




CROMATOGRAFIA EN COLEIMNA DE SEPHACRYL S-300 DE LA FRACCION PROT.A+
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FIGURA 9. Perfil cromatograflco de las protelnas de la fracc1on Prot. A

- de suero de 0. Lunatus, eluidas de la columna Sephacryl S-
300 (130 cm x 0,9 am) equilib:ada-con Tampbn S-200 (Tris 10 mM, NacCl
0,5 M, EDTA 1 mM, Azida s&dica 0,02%, llevado a pH 7 con HCl).

Alicuotas de 1 ml .que contenian 2 mg de proteina fueron a
plicados a la columna a un flujo dd.10 ml/hr, recogiendo fracciones
de 1 ml por tubo.

En el recuadro .los circulos abiertos indican el tubo de elu
cidn de las proteinas usadas como estfindares, y con las que se constru

y6 la curva de calibracidn. '
(IgM pejegallo. 960 kDj..IgG humand: 150 kb; Ovoalbumlna-
45 kD y'cltocromo C:x11,7 kD) La flecha indica el lugar de elucidn

de Ya fraccidn Prot. At,
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. La unifn. covalente de estas cadenas se puso
de manifiesto al realizar la electroforesis en condi-
ciones disociantes no reductoras (SDS), bajo las.cua-
les se observd s6lo una banda predominante de baja mi

gracién (Figura 10} de pM = 160 kD.

7. Estimacidn de pesos moleculares de cadenas H y L en
sistemas PAGE-SDS

Los pesos moleculares se estimaron de la cur -
va de calibracifn ILn PM vs Rf, obtenida de la mezcla
de estdndares sometida a las mismas condiciones que las
muestras.

El peso molecular estimado para la cadena H
fue de 55000 D y para las cadenas L fue de 27000 D kFi
gura 1l), valores compatibles con los descritos :para

los polipéptidos de una IgG tipica.

8. Andlisis de la secﬁencia aminoterminal
Easjfgﬁs cadenas H usadas para la secuencia-
cidn aminotermiﬁal,fuepon_purificadas por cromatograffia
en Sephacryl' 5-200 en presencia de 1% SDS (éigura 12).
La cromatograffia en capa fina de los reéﬂduos .
DNS-Aa obtenidos luego de la degradacién sustraétiva

(Figura 13}, mostré dos amino&cidos en la primera -

” .
R Grumb £ T C
[ e " i‘.*,}-“( t.3 . I o "
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ELECTROFORESIS EN GRADIENTE DE GELES DE POLIACRILAMIDA - SDS

kD
-— 04
- 70
H
]
- 30
L
- 20
- 14
)
i iSRRI
£ Sy -5 ;j ;
b PRSI TEN. = F e | S SRR
reductor no reductor

FIGURA 10. Anilisis electroforético de la fraccidn Prot. A" en geles

en gradientes de poliacrilamida -bisacrilamida 11% a 20%,
bajo condiciones disociantes tanto reductoras (SDS y 2-Mercaptoetanol)
como no reductoras (SDS).

Cada canal se cargd con 50 ug de proteina en 50 ul de mez-
cla disociante con o sin 2-Mercaptoetanol.

El sistema se calibr® con los siguientes patrones: fosfo-
rilasa b (94 kD), Seroalbimina bovina (70 kD), Ovoalbimina (45 kD),
Anhidrasa carbdnica (30 kD), Inhibidor de Tripsina (20 kD) y a- Lacto
albfimina (14 kD).




an

_FIGURA 11.
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‘ESTIMACION DE PESOS MOLECULARES EN SISTEMA PAGE-SDS !
PM
(RD) LnPM
N |
.12+
100+
: 114
. 104
20+ e
. 9.
T T
I ] 1 L3 [ 3 ‘:
02 04 06 o8
R¢

- -

Los pesos moleculares se estimaron de la curva de ca-
libracidn construida con los siguientes patrones: -
/ a) Fosforilasa b (94 kD),
b) Serocalbiimina bovina (70 kD),

| ¢) Ovoalbimina (45 kD),

d) Anhidrasa carbdnica (30 kD),

e) Inhibidor de Tripsina (20 kD), y

£) o- Lactoalbfmina (14 kD). .
Donde Rf corresponde a la migracién relativa.
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CROMATOGRAFIA EN COLUMNA SEPHACRYL S-200/SDS

L]

A230

016 4

010

0,05 <

. _1¢‘ T T T T
80 a0 100 110
Fraccién N°

+

N
PIGURA 12. Perfil cromatogrdfico de las proteinas eluidas de la
columna de Sephacryl S-200 (240 cm x'1,6 cm) equilibra
da en Tampdn S-200/SDS (Tris 40 mM, EDTA 1 mM, SDS 1%, Azida s&di .
ca 0,02% ajustado. a pH 6,8 con HCL}, a la que se aplicaron 4 mg
de protefna de la fraccidn Prot. A", previamente reducidas.y alqui
ladas, disueltos en ] ml del mismo TampSn. Se usd un flujo ascen-
dente de 5 ml/hr, recogiendo fracciones de 2,6 ml por tubo.
Lag letras H y L indican el tipo de cadena a que corres
ponde cada pico. -
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ANALISIS DE SECUENCIA AMINOTERMINAL DE CADENA H
' [ i

A ry
dns—NH
20 dns-var-{)
) o-dns-TYR
= o-dns-TYR -
243 dns-GLU-. 243 O
dns-asp-@ .

X D&-dn;—gs X (:D e-dn;-cl?‘ls

4 -~
% dns-OH dns—0OH

¥

1 » - 1 -

FIGURA 13. I y II: Cromatogramas bidimensionales en placas de

: poliamida de los residuos aminoterminales de la ca-
dena H de IgG de 0. funatfus dansilados, representando los amino
dcidos 1 y 2 respectivamente. -

Las manchas oscuras corresponden a los dns-Aa detec
tados para cada posicidn.. Las manchas claras corresponden a de
rivados dansilados de cadenas laterales de Aa y a productos de
degradacidn del dns-Cl.

Las flechas indican la direccidn de corrida de cada
solvente.

1} Acido Fdrmico 1,5%

2} Benceno : Acido Acético, 9:1

3) Etil Acetato : Acido Actico : Metanol, 20:1:1

\-




54

posicibn, Asp y Glu, mientras que en la segunda posi-
cifn solo se visualizé Val. La micfoheterogeneidad

caracterfistica de las cadenas polipeptidicas de anti
cuerpos policlonales dificultf la observacifén de los

aminodcidos siguientes.

9 , Digestifn con papaina
La digestifn enzimitica con. papaina de ”. la;
fraccidén Prot. A+ geners - los fragmentos que se muestran
en la Figura lﬁ, gque corresponde a una electroforesis
en condiciones disociantes, no reductoras. Usando pro
tefnas estdndares en estas mismas condiciones, .. pudo
i

hacerse una estimacidn de los pesos moleculares de los

fragmentos obtenidos (Tabla IV).;

2
cd

10, Filtracibn en geles de los fragmentos papainicos
La cromatpgrafia en columna de Sephadex G-100
' postérior determinaci&n de actividad o-Hc de las frac
ciones oﬁtenidas permitié separar dos fragmentos prin-
cipales cuyos pesos moleculares estimados en - eastas
condiciones fueron de‘aproximadamente 100 y 50 kD res
pectivamente (no se graficgron las protefnas medidas”
por absorbancia a 230 nm, porque las lecturas obteni-

-

'das eran muy bajas ). (Fig. 15). '




ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS FRAGMENTOS PAPAINICOS

1gG

F(ﬂb"z

Fab y Fe

¥

papaing

FIGURA 14. ‘Electroforesis en gel en gradiente de poliacrilamida-
bisdcrilamida desde.13% a 20%, de la mezcla de frag-
mentos. T :
Los nfimeros de la izquierda indican los pesos molecu-
lares de las proteinas cuya migracidn indican (Fosforilasa b :
94 kD, Sercalbimina: 70 kD, Ovoalbimina: 45 kXD, Anhidrasa carb8ni
ca: 30 kD, Inhibidor de Tripsina: 20 kD y o — Lactoalb@mina: 14 kD).
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TABLA IV. PES(_)S ‘MOLECULARES ESTIMAJjOS DE FRAGMENTOS PAPAINICOS
¢ (kD)
Fragmento PAGE-SDS SEPHADEX PAGE-SDS
no—reductor G-100 {(a) reductor

A (IgG) 158,079 - 55=27

B F(ab') 109,781 100.549 g

¢ Fab y Fc 4é,_999 46.126 ¢

D ——- 26,685 - -

E papaina 20,927 - -

F —— 13,015 - -

Nota: ¢ : Indica que no se dispone de estos datos. debido a que
no pudieron. ser visualizados, por la baja concentra-
cidn. da proteinasicon que se contaba. -

{a) :

Estimados por perfil de actividad. = '

"y
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CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE SEPHADEX
¢ PAPAINICOS
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FIGURA 15. I: Perfil de actividad « - He medido por ELISA (0—0)
de log fragmentos papainicos cromatografiados en colum
na de Sephadex G-100 (150 cm x 0,9 cm) equilibrada en PBS pH 7,4.
Se usd un flujo de 5 ml/hr y se recogieron fracciones de T "ml por
tubo. .

Ia barra gruesa muestra las fracciones pos:.t:.vas en la
hemaglutinacidn pasiva.de GRO-Hc.

IT: Curva de calibracién de la columna construida con
los s:Lgu:Lentes patrones: Hexoguinasa. (comercial).: 100 kD, Ovoalbii-
mina: 45 kD y Citocramo C: 11,7 kD.

Las flechas A y B indican las fracciones de elucién
de los fragmentos F(ab')p y Fab, respectivamente.

™

Lt} - ’ « x




Mediante ELISA pudo determinarse que ambos
poseen la capacidad de unir Hc; sin embargo, a través
de la técnica de hemaglutinacidn pasiva pudo detectar
se una caracteristica diferencial entre ellas y- -‘uque
es la que dice relacifn con su valencia. Esto es, el
fragmento de 100 kD:es_capaz de unir antfgeno en for-
ma bivalente como se ﬁe reflejado én su capacidad de
aglutinar GRO-Hc; en cambio el de 50 kD que no agluti
na serfa univalente. Estos resultados concuerdan con
los pesos moleculares estimadés ¥y lleyan a definir es

tos fragmentos como F{ab'}, y Pab respectivamente.
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DISCUSION

La heterogeneidad de los anticuerpos presentes
en el suero de los vertebrados superioFes,\dificulta el
estudio de la estructura y funcién de clases y subclases
de inmunoglobulinas. A pesar de &sto, en la actualidad
se cuenta con una técnica que da muy buen rendimienfo
en la purificacién de IgS de tipo G del suero de muchas

especies de mamfferos. Esta técnica es la cromatogra%Ia

" en columna de Proteina A-Sepharose (26).

La Proteina A es un componente de la pared ce-

lular de varias cepas de Staphylococcus aureus, 1la cual

ha demostrado tener la propiedad de wunir especificamen.
te "las IgG's de -muchas especies animales y se ha
postulado que esta unidn ocurre en sitios localizados

entre los dominios Cz2 y C. 3 de éstas moléculas (39),

H
ésto ha permitido usarla en inmunologfa con fines tan-

to analfticos como preparativos ( 40 ). La cromatogra

ffa de afinidad en .columna de Prot. A-Sepharosé puede

v

ser tambié&n usada para seﬁarar las IgG en subcdlases,
si &stas presentan afinidad diferencial por ella (26.41). -
Esta propiedad ha sido til para anflisis de Igs des-

de un punto de vista. filogen&tico (42 ,43). Todos




estos antecedentes fundamentan el uso de la Proteina A
como una herramienta Gtil para purificar & caracterizar
las Igs de tipo G presentes en el suefo de 0. Lunatus.
Lés resultados muestran que dado el protocolo de inmuni
zacibn, la mayoria o casi todas las fracciones del sue-
ro de estos énimaies, con actividad anti-Hc son reteni-
dos por Prot. A. La elucidn de la columna Prot, A -
Sepharose mostr8 un solo pico con un miximo a pPH 4,3,
comportamiento"que es similar al observado para IgG de
cohejo Y para las subclases Ig§2a1e2I9§3 de ratén.

La fraccién Prot.'A+ del suero de .0. ALunatus
fue caraéterizada como una poblacifn de inmunoglobuli-
nas del tipo G, considerando que su peso molecular, es
timado en 166 kb (Fig. 9} f su composicibn polipeptidi
ca de cadenas H. (55 kD) ¥y L (27 kD) unidas en fofma co
valente en una relacién equimolar (Fig. 10), correspon
den a las caracterfsticas ée una IgG tipica.

Por otro lado,.éi bien la.secuencia aminétermi
nal (Fig. 13) no da evidenéias directas sobre astructu
ra de subclase u.otros pardmetros.relacionados a las
regiones constantes y ademés est&ﬁ sujetos a presiones
selec?ivas di%erentes; puede sernos fitil para comparar
la organizacifn de subgrupos de regifn variable de ca-
denas H entre (. Lunatus Yy otros mamfferos para  dar

indic¢ios:isobre su diversidad y considerarla como una
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- caracterizacifn estructural adicional. Asf, los amino

dcidos encontrados en el extremo aminoterminal de 1la
cadena H de IgG de 0. Lunatus (GLU/ASP y VAL) correspon -
den con los descritos para subgruéos VH de rata y ratbn,
cuy ¥ algunos subgrupos VH humancs, y se diferencian,

a la vez, de los de..conejo en que estos Gltimos se en-
cuentran b;oqueados (44). Sin embargo, no es posible
descartar la existencia de subgrupos coﬁ su extremo a-
minoterminal bloqueado v que por esta razdn no sean de-
tectados.

.El andlisis inmunocelectroforético (Fig. 7) de
la fraccibn Prot. A’ del suero.de 0. ZLunatfus puso-de ma
nifiesto gque la poblacidén de Igs de tipo G, no era homo-=
génea en cuanto a su carta y reactividad antigénica, mos
trando la existencia de al.menos dos.pob;aciones de mo-
léculas que difieren en propiedades.antigénicas y movi-
lidad electroforé&tica. Sugiriendo la existencia de sub
clases de IgG, en el suero de 0. Lunatus.

Tomando en consideracifn las pequeflas diferen
cids eﬁ.movilidad electroforética, se intenté disectar
esta poblacifn heterogénea mediante cromatograffa en co-
1umna.de DEAﬁeSephgcel-- lo cual habfa dado buenos resul

tados ‘para IgG's de otros roedores (26,45) sin poder se-

‘parar las especificidades antigénicas a pesar de la obten

cidén de 2 picos en el perfil de ‘elucién de la columna,que

»
5 . -




presentaban igual.cqmportamiento inmunoelectroforético
al mostrado por la fraccifn Prot,. A" (Fig. 71. TLa pre
sencia de estos 2 picos podrfa explicarse considerando
la heterogeneidad intrinseca de esta familia de protei
nas, sin embargo, como todo resultado negativo requie-
re de] andlisis critico de las condiciones de absorcibn
y elucién de la columna, que no pudieron realizarse,

por no disponer de la cantidad suficiente de proteina.

El anflisis de la estructura de subclases de
IgG humanas y murinas, han mostrado a nivel de la i se
cuencia de aminoicidos, que las principales diferencias
éntre ellas ;adican en la regi6n de la ingle, zona muy
-'flexible,.rica en enlaces disulfuro, y que estd expues
ta al solvente. Esta filtima condicifn permite-la ac-—
cidén de una serie de enzimas proteoliticas tales como
papaina y pepsina, las cuaies,generan fragmentos de
acuerdo a la presencia de aminodcidos especificos.

Los anfilisis de degradacibn de Igs - con papafna
han sido especialmente fitiles en. la caracterizacibn es
tructural de las IgG ?e conejo (30), de rata (43}, hu-
manas(‘!;l,i;?i,bovina‘s (49) y caprinas Csél,, utilizando el
método descrito por Porter (30},

Sin embargo, la activacidn de la papafna requie.
re el uso de IL=Cistefna; la cual si no es removida,
transforma los fragmentos F(ab'l, que hipotéticamente

podrfan haberse.generado en Fab perdiéndose asi valiosa
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infa;macién sobre los sitios de. corte de la enzima. Por
esta razén, hemos preferido seguir la metodologia des-
crita por Parham y col. (29) gque consiste baéicamente
en eliminar la L-cistefna por filtracibn en gel; este
tratamiento preserva la integridad de los gragmentos
F(ab'),, dando informacifén mis precisa sobre el sitio
de corte. Este protocolo fue exitosamente usado por
ese~ autor patra la degradacidn de IgG; murina, consti-
tuyendo un ejemplo-cl&sico de" las ventajas de este m&-
todo en comparacidn al usado por Porter.

El an&lisis elect?oforético de los digeridos pa
painicos de la IgG de 0. Lunatus, mostrS la presencia
de fragmentos principales con pesos moleculares de
~1g00 kD.y “50 kD gque corresponden a movilidades elec-
troforéticas de F(ab'), y Fab o Fc¢, respectivamente. El
digerido papafnico fue fraccionado posteriormente por
cromatografia en Sephadex G-100 y las fracciones elui-
das de esta columna fueron analizadag en b;se a su ac-
tividad de unibén a Hc en ELISA, y a su capacidad de a-
glutinar GRO sensibilizados con Hc. .

Los resultados de estas determinaciones muestran
que las fracciones de ~100 kD y- ~50 kD mantienen 1la
capacidad de unir Hc .caracteristica que presenta la mo
lécula completa, sin e@ba;go, sb6lo el fragmento de ma-

yor peso molecular es capaz de aglutinar GRO-Hc.
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Se sabe que la aglutinacifn de" elementos figurados re-
quiere la formacifn de entrecruzamientos, reaccién que
necesita la bivalencia del anticuerpo. Estos resulta-
dos indican la presencia de fragmento F{ab'), y Fab
en las fracciones de 100 y 50 kD respectivamente, sien
do el primerc bivalente y el segundo univalente. ' No
sé debe olvidar que la fraccién de 50 kD deberifa conte
ner tambié&n Fc si es que no ha sido degradado, el cual
no tiene actividad de unién al antfgeno.

La presencia de F(ab'), y Fab en 'la digestién de
la IgG de 0. funatus con papaina preactivadé, indica
la presencia de al menos dos sitios de corte para la
enzima, en la poblacién de IgG's.

Los modelos més simples que explicarfan estos ha
llazgos son presentados en la Figura 16. El1 primero
(I} postula una sola poblacifn de IgG con dos ugiti@s
de corte para papaina en cada molé&cula, uno por arriba
y otro por debajo de los enlaces disulfuro gue mantie-
nen unidas las cadenas H; para que este modelo dé& cuen
ta de los fragmentos encéntrad;s, se requiere que el
sitio de corte sobre el enlace S-S esté& desfavorecido
cinética y estéricamente con respecto al segqundo, 'si
no fuera asf, el fragmentoiF(ab')z estarfa siendo trans
formado rédpidamente en Fab por la accién de la papafna

en este sitio., Este tipo de mecanismo fue postulado

o e
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recientemente para IgG) humana (51)., pero en este caso
la enzima cortaba primerc en el sitio por arriba del
enlace S-S para dar Fab y Fc y luego en un sitio por
debajo del enlace, degradando el Fc.

El segundo modelo {II) postula dos poblacioneg
de IgG con diferentes sitios de corte para la enzima,
ambas probablemente con una susceptibilidad similar.
Estas dos poblaciones podrfan reprasentar subclases de
IgG, lo cual serfa similar a 1o descrito para las de
Igs de ratén.

Si se analiza la factibilidad del primer modelo
podrfa argumentarse en su contra, gue dado.el largo
tiempo de digestifn utilizado en el ensayo ~ mis de 18
horas — se esperarfa un aumento en-la produccifn de~Fa%,
a expensas del F(ab');, afin cuando este paso esté desfa
vorecido, ¢osa que no es compatible con los resultados
obtenidos.

Por otro lado, la existencia de dos poblaciones
con sitios de cérte por papaina diferentes, implica cam
bios de amino&cidoéfen al menos dos sitios, esto es,
uno para crear un huevo sitio de corte y otro para eli
minar el preexistente.- Cambios de este tipo se hacen
diffciles de explicar para formas alélicas én IgG don-
de las diferencias son mucho menores, sin embargo, es-

to puede ser v4lido  para subclases de IgG. Para
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probar si son formas alédlicas, se debe contar con alo-
antisueros obtenidos por immunizaciones entre individ;os
de la misma especie.

Si bien el comportamiento inmunoelectroforético y
los productos de digestién enzimitica de la fraccidn
Prot. A%, sugieren fuertemente la presencia de boblacio—
nes de moléculas diferentes, probablemente isotipos, la
relacidn entre estas dos observaciones no es posible ée
establecer a priordi, pues los parimetros involucrados

en cada uno de estos experimentos son diferentes y se

- requerirfa para relacionarlos, tener aisladas las dos

poblﬁciones.

En cualguier caso, las evidencias presentadas en
este trabajo reflejan la simplicidad de las Igs de 0.
Lunafus, desde el punto de vista de subclases de IgG,
estando reducido a uno o tal vez dos de estas subclases
lo gue concuerda con el carfcter arcaico Quelle han o-
torgado los paleontflogos a estos animales.

Los resultados presentados aquf, constituyen el

primer estudio de la inmunologfa humoral de roedores
8 .

" pertenecvientes-al-género-Octodén: El -conocimiento de

la estructira y organizacién de clases y subclases de
Igs es un primer paso, en el uso de estos animales como
modelos de experimentacifn, como por ejemplo en cuanto

a la incidencia natural de enfermedades del sistema




inmune, propia de poblaciones que a consecuencia de su
conducta y organizacién social, presentan alto "inbreed"
con poco intercambio genético con otras poblaciones.

Por otro lado, el estudio de anima%es de las es-
pecies 0. Lunatus y 0. degus desde un punto de vista mo
lecular, podria aportar datos a la controversia'existeg
te en cuanto a clasificar a estos animales con mayor
certeza, ya sea en.una sola especie o dos especies dife
rentes. ‘Estudios preliminares en este sentido, muestran
. gran similitud en el comportamiento inmunoelectroforéti-

co de ambos grupos de.roedores, haciendo imposible a es-—

te nivel, distinguir entre ellos.

wr
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" CONCLUSIONES

i. En el suero de 0. Lunatus existen Igs de tipo G que

h ~

presentan afinidad a Proteina A, .

2. El anilisis inmunoelectroforético muestra la hetero-

geneidad de la poblacién de IgG's.

3. El protocolo de inmunizacibn usado induce preferente

mente Igs de tipo G.
4. E1 PM estimado para las IgG fue de 160 kD.

5. La composicidn poliﬁeptidica muestra cadenas H (55

kD} y cadenas L {27 kD) unidas covalentemente y en

una relacién molar 1l:1.

6. La secuenciacifn aminoterminal de cadenas H de la
IgG (Glu/Asp, Val) sugiere la existencia de més de

un subgrupo V.
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La presencia de F(ab'), vy Fab entre los fragmentos
papainicos de la IgG sugieren dos sitios de corte
en la poblaci6n, ;os cuales podrian representar iso

tipos diferentes.

‘Asi, tanto el comportamiento inmunoelectroforético

como la degradacién con papafna de-la IgG de 0. funa
tus, inducen a pensar en la existencia de subclases

de IgG en el suero.
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