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Resumen

Es estudiado el componente oligoclonal en soporte de acetato
de celulosa en sueros de nifios nacidos de madres con serologia
VIH+, observando su constante aparicion en tales sueros. Con
el fin de caracterizar la patente con mayor precision y descri-
bir las caracteristicas del componente oligoclonal en la utiliza-
cién de los diferentes métodos se evallia una muestra de estos
mismos sueros en soportes de agarosa, agarosa de alta resolu-
cién e inmunofijacién en agarosa. Se evaluaron proteinogramas
de 12 sueros correspondientes a nifios nacidos de madres VIH+,
(uno con negativizacion seroldgicay | | con infeccién por VIH).
Se observa la patente en diferentes soportes. De los resultados
obtenidos se concluye que la patente de oligoclonalidad es di-
ferente a las de mono y policlonalidad cualquiera que sea la
técnicay el soporte empleados. Por inmunofijacién se confirma
que la patente de oligoclonalidad depende de la activacién de
mas de un clon de células inmunocompetentes, si bien no se
expresa como banda policlonal. Todos los sueros VIH+ pre-
sentan caracter oligoclonal pero las patentes difieren entre los
distintos sueros en condensacion, cantidad de bandas y ampli-
tud de las mismas.

Introduccion

En la actualidad puede reconocerse en el
proteinograma una patente de oligoclonalidad,
debida a la produccién aumentada de inmuno-
globulinas por mas de uno y menos de ocho clones
de células inmunocompetentes, o a la presencia

Summary

The oligoclonal component in cellulose acetate in serum of
children whose mothers had serology HIV+, observing its
constant appearance in such serums, is studied here. In order
to characterize the patent more precisely and to describe the
characteristics of the oligoclonal component in the usage of
the different methods, a sample of these serums is studied in
agarose supports, in high resolution agarose and in immun-
ofixed substances in agarose. Proteingrams of |12 serums cor-
responding to children born of HIV+ mothers were evaluat-
ed (one, with serologic negativization and | I, with HIV infec-
tion). The patent is observed in different supports. From the
obtained results, we conclude that the patent of oligoclonity
is different from the ones of mono and policlonity, whatever
it is the technique and support used. By immunofixed sub-
stances we can confirm that the patent of oligoclonity depends
on the activation of more than one clone of immunocompe-
tent cells, if it is not expressed as a policlonal band. All the
HIV+ serums have an oligoclonal character, but the patents
differ among the different serums in condensation, amount of
bands, and amplitude of them.

de inmunocomplejos circulantes. Hemos definido
patente proteica de oligoclonalidad en soporte de
acetato de celulosa, una banda de condensacién
homogénea en la zona gamma del proteinograma,
diferente en amplitud y condensacién de la paten-
te de monoclonalidad.
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Esta patente de oligoclonalidad es observable
en sueros de pacientes que cursan patologias de
causa infecciosa, incluida la infeccién por VIH.

La oligoclonalidad fue caracterizada al estudiar
liquido cefalorraquideo en enfermedades desmie-
linizantes. Con la aparicién del isoelectroenfoque y
coloraciones de plata sin concentracién, dicha pa-
tente permitié diagnosticar con mas facilidad los pa-
cientes con esas patologias. Estos hallazgos llevaron
a buscar su aparicién en suero lo que llevé a Kelly,
Hardy y Schaa en 1985 a evaluar su casuistica con
agarosa de alta resolucién comprobando la presen-
cia de complejos inmunocirculantes.

Cabe aclarar que la denominacién de patente pro-
teica de oligoclonalidad se refiere a la presencia de la
banda descrita en el proteinograma electroforético,
independientemente del estado funcional del siste-
ma B. En la practica clinica esta patente proteica de
oligoclonalidad es definida y diferente de la mono y
de la policlonal, su aparicién tiene implicaciones diag-
nosticas y prondsticas en diversas patologias. En nues-
tro laboratorio se informa rutinariamente su obser-
vacion en los proteinogramas realizados en acetato
de celulosa, habiendo sido observada la constante
presencia de esta caracteristica del proteinograma
en los nifos hijos de madre VIH positiva que no sero-
convirtieron, y la ausencia de dicha patente en la
mayoria de los nifilos que negativizaron su serologia,
lo que nos indujo al estudio de evaluacion del protei-
nograma como método de valor pronéstico, obte-
niendo resultados altamente predictivos.

Con el fin de definir el perfil de la patente de
oligoclonalidad en nifos nacidos de madres infec-
tadas por VIH se evalian muestras de sueros to-
mados al azar en soportes de agarosa, agarosa de
alta resolucién e inmunofijacién en agarosa y se
comparan los resultados obtenidos con sueros de
caracteristicas poli y monoclonal.

Material y métodos

De 764 historias clinicas, emitidas entre enero de
1989 y marzo de 1998 por el consultorio de

Infectologia Pediatrica del Hospital Evita, pertene-
cientes a nifos nacidos de madres con serologia
positiva, —para el estudio de la patente de oligoclo-
nalidad en el proteinograma en soportes de aga-
rosa, en agarosa de alta resolucién e inmunofijacién
en agarosa— se eligieron en forma aleatoria 12
muestras de suero de niflos que cumplen con los
siguientes criterios de inclusién:

* Hijo de madre con serologia positiva para HIV
por ELISA y Western Blot.

* Nifno sin patologia infecciosa asociada al momen-
to de la obtencién de la muestra de sangre.

* Todos los estudios realizados de la misma muestra
de sangre y evaluados por el mismo operador.

Criterios de exclusién: No se admitieron en el
estudio los sueros provenientes de:

* Hijos de madre con ELISA positivo y Western
Blot negativo o indeterminado.

* Ninos con patologia infecciosa al momento de
la toma de la muestra.

* Nifos con inmunoglobulinopatia no relaciona-
da con la infecciéon HIV

Correspondieron | | asueros positivos para HIV,
y uno, negativo. En todos los casos la sangre se ob-
tuvo por venopuncién, procesandose dentro de las
seis horas posteriores a la extraccién.

Los estudios en diferentes soportes dieron los
siguientes resultados:

Para el proteinograma electroforético se sembré
con sembrador calibrado en soporte de acetato de
celulosa con buffer de veronal sédico al 8.24% y pH
de 8.6. Se dejé6 correr durante 20 minutos con co-
rriente de 220V y 5mA por banda ancha. Se coloreé
con rojo Ponseau 10 minutos. Se decoloré con acido
acético al 5%. Se observé en fresco para evaluar la
presencia de banda de oligoclonalidad. Se transpa-
renté en metanol, acido acético y aguay se reobservé.
La presencia de componente de oligoclonalidad se
define por la observacién de una banda de conden-
sacién homogénea en la zona gamma.
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Para el proteinograma electroforético en gel de
agarosa se usé el equipo de Sebia (Hydragel
Proteine). Se sembraron 5 nL de suero diluido 1/5,
en soporte de agarosa, con buffer tris-barbital-
barbital sédico-azida. Se dejé correr durante 30
minutos a 120 voltios. Se colocé |5 minutos en
solucién de fijacién. Se secé con corriente de aire
caliente. Se coloreé con una solucién de amidos-
chwarz, acido acético y agua destilada, durante cin-
co minutos. Se decoloré en solucién de etanol, 4ci-
do acético y agua destilada.

Para el proteinograma electroforético en gel de
agarosa de alta resolucion se usé el equipo de
Helena (Titan Gel HR). Se sembraron 5 i de sue-
ro diluido, en soporte de agarosa, con buffer
barbital-barbital sédico y pH de 8, 4-8, 8. Se dej6
correr durante 25 minutos a 80 voltios. Se coloco
I5 minutos en solucién de fijacién. Se secé con
corriente de aire caliente. Se colore con una so-
lucién de amidoschwarz, durante cinco minutos.
Se decoloré en soluciéon de etanol, acido acético y
agua destilada.

Para la inmunofijacién en gel de agarosa se us6
equipo de Sebia (Hydragel Double IF). Se sem-
braron 5 L de la dilucién adecuada para cada

antisuero, en soporte de agarosa, con buffer tris-
barbital. Se corrié durante 30 minutos a 80 vol-
tios. Se colocaron los antisueros correspondien-
tes (solucién fijadora-anti IgG-anti IgA-Anti IgM-
Anti k-Anti | ), se dejé incubar cinco minutos. Se
secd, lavo, colored, durante |10 minutos, en solu-
cién de violeta acido, y se decoloré en la solucién
decolorante.

Para la evaluacion de la inmunofijacién se consi-
deré: patente de monoclonalidad, patente de
policlondlidad y patente de oligoclonalidad: intensa,
moderada o débil.

Con el fin de evitar distorsiones de subjetividad
en la observacién, la totalidad de los estudios de
dosaje y de los proteinogramas fueron evaluados
por el mismo observador, segiin lo recomendado
por la Sociedad Internacional de Electroforesis.

Resultados

En los once sueros de pacientes con infeccién por
VIH (1009), se observé la presencia del compo-
nente de oligoclonalidad; en el suero restante, no
infectado con VIH, la patente proteica en la zona
gamma fue la de policlonalidad.

Cuadro I. Resultados obtenidos de proteinogramas electroforéticos e inmunofijacién
en | | sueros procedentes de nifios seropositivos a VIH y uno negativo
Inmunofijacion
Nam VIH Acetato Agarosa HR IgG IgA IigM k |
| Pos Oligo Oligo Oligo I Poli Poli D D
2 Pos Oligo Oligo Oligo M Poli Poli M Poli
3 Pos Oligo Oligo Oligo | D Poli I I
4 Pos Oligo Oligo Oligo I-D Poli Poli I-D D-I
5 Pos Oligo Oligo Oligo D-I Poli D D-I D-I
6 Pos Oligo Oligo Oligo I Poli Poli | M
7 Pos Oligo Oligo Oligo | D Poli I I
8 Pos Oligo Oligo+2 Oligo+4 D-I-D D D D-D-l D-D-M-D
9 Pos Oligo Oligo Oligo I Poli Poli | |
10 Pos Oligo Oligo Oligo | Poli Poli | M
Il Neg Poli Poli Poli D Poli Poli D D
12 Pos Oligo Oligo Oligo I M Poli I-M M

Pos = Suero positivo por ELISA y Western Blot; Neg = Suero negativo por ELISA; Oligo = Oligoclonal; Poli = Policlonal;
Oligo + N = Oligoclonal + cantidad de bandas; | = Intensa; M = Moderada; D= Débil.
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La inmunofijacién se observé en todos los sue-
ros patrones diferentes con los distintos antisue-
ros, no obstante es mas evidente la patente de oli-
goclonalidad en los sueros infectados con VIH que
en el no infectado. En todos los casos estudiados
la patente proteica de oligoclonalidad se corres-
pondié con la activacién simultanea de mas de un
clon (Cuadro ).

Conclusiones

De los resultados obtenidos se puede concluir que
la patente de oligoclonalidad es diferente a las de
mono Yy policlonalidad cualquiera que sea la téc-
nica y el soporte empleados. Por inmunofijacién
se confirma que la patente de oligoclonalidad de-
pende de la activacién de mas de un clon de célu-
las inmunocompetentes, pero no se expresa
como banda policlonal. Si bien todos los sueros
VIH+ presentan caracter oligoclonal, las paten-
tes difieren, entre los distintos sueros, en con-
densacién, cantidad de bandas y amplitud de las
mismas.
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