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Biodistribucion de IgA secretora purificada de calostro humano en
fluidos bioldgicos de ratéon Balb/c
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La IgA secretora humana (IgAsh) es estructural y funcionalmente liberada por el ambiente mucosal, con la
capacidad de neutralizar antigenos, participa en la aglutinacion y exclusion de estos y previene la adherencia de
patégenos a las superficies del epitelio mucosal. En este estudio se evalud la biodistribucion de la IgAsh purificada
de calostro, después de su administracion por via intranasal, en el modelo de ratén Balb/c y se determinaron los
niveles de esta inmunoglobulina en diferentes fluidos biolégicos mediante ELISA. Los resultados mostraron la
presencia del anticuerpo en saliva de los animales del grupo que recibié la IgAsh en todos los intervalos de
tiempo estudiados. En las muestras de lavado traqueo-bronquial se obtuvo solo la presencia del anticuerpo a las
2y 3 h posteriores a la inoculacién. A partir de los resultados obtenidos consideramos interesante en el futuro
utilizar este modelo experimental para evaluar el papel protector de esta inmunoglobulina como candidato
terapéutico frente a la infecciéon por Mycobacterium tuberculosis.
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Introduccion 7 dias después de la infeccion por aerosol con M. tuberculosis
H37Ry, disminuye la infeccién en el pulmén a las cuatro
semanas, efecto mayor que cuando se administré laIgA o el
IFN-y, por si solos (5).

Diversos estudios se refieren a la biologia de la
inmunoglobulina A (IgA) y su papel en la inmunidad frente a
los patégenos mucosales. La IgA es el isotipo de anticuerpo
con mayores niveles en las superficies mucosales y
representa la segunda en concentracién entre las
inmunoglobulinas circulantes (1,2).

Por otro lado, la aplicacién intranasal de AcM IgA contra acr1,
mostré efecto protector contra la infecciéon pulmonar
temprana por M. tuberculosis en raton (6). Otro estudio evalué
el efecto de la administracion de un AcM de IgA contra la
proteina de 16 kDa de M. tuberculosis (TBA61) en ratones,
frente a la infeccién por M. tuberculosis, donde se observo
una reduccién de la carga bacteriana y cambios
morfométricos e histopatolégicos importantes en los
pulmones de los ratones tratados con ese AcM (7). Se conoce,
ademas, que ratones deficientes en IgA son mas susceptibles
alainfeccion intranasal con M. bovis BCG, indicando el papel
delalgA en la proteccion contra la infeccion por micobacterias
en el tracto respiratorio (8).

La IgA secretora (IgAs) es liberada en los fluidos mucosales
mediante el proceso de transcitosis, el cual involucra la unién
al receptor polimérico de inmunoglobulina (IgRp) en la cara
baso-lateral de las células epiteliales, seguido de liberacion
y translocacion al lado apical en forma de complejo con el
componente secretor (3).

Existen algunos estudios donde se ha evaluado el papel de la
IgA, en forma de AcM, frente a la infeccién por M. tuberculosis.
El mas reciente de ellos, realizado por Balu y cols, mostré
que lainoculacioén intranasal de un AcM de IgA (2E911gA1) e
IFN-y recombinante de ratén, inhibe significativamente la
infeccion pulmonar por M. tuberculosis H37Rv en ratones
transgénicos para CD89, no siendo asi en los ratones del
grupo control negativo. Por lo que sugieren que la unién al
receptor CD89 es necesaria para la proteccién pasiva
conferida por la IgA (4).

Estudios previos evaltan la transmision de la IgA de ratén
inoculada por diferentes vias y hacia diferentes fluidos
corporales en ratén Balb/c (9-12), pero hasta la actualidad
no se han reportado antecedentes de estudios de
biodistribucion de IgA secretora humana.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, en el presente
trabajo se evalué la distribucién de la IgA secretora purificada
de calostro humano en diferentes fluidos bioldgicos, luego
de su administracion intranasal a ratén Balb/c, para conocer

Adicionalmente, el tratamiento con IFN-y 3 dias antes de la
infeccion y con AcM de IgA de acr, 2 h antes, asi como 2 y
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la potencialidad de este modelo experimental en futuros
estudios sobre el papel de la IgAsh en la proteccion frente a
la infeccion por M. tuberculosis.

Materiales y Métodos
Obtencion de IgAsh

La IgAsh se obtuvo de una mezcla de calostro humano donado
por madres sanas entre los primeros 3 a 5 dias posteriores al
parto. La purificacion se realiz6 mediante cromatografia de
intercambio anidnico y posteriormente filtracion en gel,
empleando DEAE Sepharose FF y Superose 6, grado
preparativo, respectivamente. La presencia de la IgA en las
fracciones cromatograficas fue identificada mediante Dot blot
y la fraccién de IgA fue analizada mediante electroforesis en
SDS-PAGE al 12,5%, bajo condiciones reductoras. Con esta
evaluacion se determiné la ausencia de contaminantes
mediante la visualizacién de solo las cadenas pesaday ligera
de lalgAs, asi como de su componente secretor, con un patron
de migracién correspondiente a sus respectivos pesos
moleculares (13).

Animales

Para este estudio se emplearon ratones hembras de la linea
isogénica Balb/c, procedentes del Centro de Produccién para
Animales de Laboratorio (CENPALAB), entre 8 y 10 semanas
de edad. Durante el experimento los animales fueron
mantenidos en condiciones adecuadas, segun las normas
establecidas por el Comité de Etica del Instituto Finlay, y la
extraccion de las muestras se realizaron en un gabinete de
seguridad bioldgica de nivel Il.

Cinética de distribucion de la Ig Ash en fluidos
de raton Balb/c

Los animales fueron distribuidos en dos grupos, cada uno
con 20 ratones. Se empled el esquema siguiente: Grupo no
tratado: inoculado con 50 uL de solucion tampén fosfato por
via intranasal (25 uL en cada fosa nasal) y Grupo IgAsh:
inoculado con 1 mg de IgAsh en 50 uL de solucién tampén
fosfato, por via intranasal (25 uL en cada fosa nasal),
empleando para su administracién en ambos casos una
micropipeta.

Para determinar la presencia de la IgAsh se extrajeron
muestras de saliva y lavado traqueo-bronquial. Para ello se
tomaron cinco animales diferentes de cada grupo con
intervalos de 1, 2, 3 y 5 h después de la inoculacién. Las
muestras de saliva se obtuvieron entre 1 y 3 min después de
lainoculacién de 50 uL de una solucién de pilocarpina al 1%
(IMEFA, La Habana, Cuba), por via intraperitoneal.

El lavado fue recolectado mediante exposicion de la traquea
y se recuper6 a partir de la inoculaciéon de 1 mL de solucion
salina (0,9%) por via intratraqueal, usando jeringuilla de
1 mL.
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Las muestras de lavado se colectaron luego de practicar
eutanasia a los animales mediante dislocacién cervical. El
lavado fue recolectado mediante la exposicion de la traquea
y se recupero a partir de la inoculacién de 1 mL de solucion
salina (0,9%) por via intratraqueal, usando jeringuilla de
1mL.

Ensayo de ELISA para deteccion de IgAsh en
fluidos biolégicos de ratén Balb/c

Placas de poliestireno (Maxisorp, Nunc) se recubrieron con
anti-lgAh a una dilucién (1/1000), que se obtuvo de suero de
conejos inmunizados con IgAsh, purificada de calostro
(Direccién de Biotecnologia, Instituto Finlay) en solucién de
recubrimiento carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6
(100 uL/pozo). Las placas se incubaron durante 16 h, a4 °C
y, posteriormente, fueron bloqueadas con leche descremada
al 3% en solucién tampon fosfato, 0,15 M, pH 7,2, durante 1 h
a 37 °C. Las muestras de saliva se diluyeron 1/2 en leche
descremada al 1% en solucién tampén fosfato-Tween 20 al
0,01%, y el lavado traqueo-bronquial se aplicé puro. Como
control negativo se emplearon las muestras que se
obtuvieron del grupo no tratado, usando las mismas
diluciones. Como control positivo se utilizé la IgAsh purificada
de calostro humano. Cada muestra se aplicé por duplicado
(50 uL/pocillo) y cada placa se incub6 durante 1 h a 37 °C.
Las muestras se incubaron con anti-lgAh conjugado a
peroxidasa (Sigma), a una dilucién 1/1000 (50 uL/pocillo),
durante 1 h a 37 °C. La reaccién se desarrollé6 con una
solucién de OPD (4 mg de OPD en 10 mL de solucién tampon
citrato 0,1 M, pH5y 5 uL. de H,0,) y fue detenida con 50 uL de
H,SO, (2N), luego de 20 min; la absorbancia fue determinada
a 492 nm en un lector de ELISA (Multiscan, Multisoft). Los
resultados se expresaron como la media obtenida de los
valores de la DO de cada muestra.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron empleando ANOVA de
clasificacion doble, en las muestras de todos los grupos y en
los diferentes intervalos de tiempo. Se consideraron como
significativos los valores de p<0,05. Todos los datos fueron
procesados utilizando el programa estadistico GraphPad
Prisma 4.

Resultados y Discusion

Los anticuerpos de tipo IgAs desempefian un papel
importante en los mecanismos de defensa tempranos contra
los patégenos que invaden los tractos gastrointestinal,
respiratorio y urinario (14). Generalmente acttan bloqueando
la unién celular, facilitando el aclaramiento en la mucosa de
patégenos microbianos aglutinados.

La presencia de la IgAsh purificada de calostro en los fluidos
bioldgicos (saliva y lavado traqueo-bronquial) fue determinada
luego de la administracion intranasal a ratén Balb/c mediante
ELISA de captura (Fig.1).
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Fig. 1. Distribucion de IgAsh en fluidos biolégicos de ratén Balb/c. Los fluidos corporales (A: saliva y B: lavado traqueo-bronquial),
fueron colectados 1, 2, 3 y 5 h después de la inoculacién por via intranasal del anticuerpo y evaluados mediante ELISA de captura por
unién a anti-lgAh. Difieren los resultados para p<0,05, al comparar contra el control en todos los tiempos en la Fig. A, y difieren a las 2 y
3 h en la Fig. B. NT, no tratado; IgAsh, inmunoglobulina A secretora humana.

Los niveles de IgAsh presentes en la saliva de los animales
del grupo IgA fueron superiores y estadisticamente
significativos con respecto a los detectados en la saliva de
los ratones inoculados con soluciéon tampén fosfato,
mostrandose este resultado en todos los intervalos de tiempo
evaluados (Fig.1A).

Por otra parte, la presencia de IgAsh en el lavado traqueo-
bronquial fue determinada en los mismos intervalos de tiempo
y se observaron diferencias estadisticamente significativas
en los ratones que recibieron el anticuerpo, alas 2y 3 h
posteriores a la inoculacién, con respecto a los niveles
determinados en los ratones del grupo no tratado (Fig.1B).

En un estudio previo se evalué la distribucién en fluidos
mucosales de un AcM de isotipo IgA contra la proteina de
16 kDa de M. tuberculosis (TBA61). Se determinaron los
niveles de dicho anticuerpo 1, 3, 6 y 24 h posteriores a la
inoculacién por via intranasal (4). Estos autores reportaron
un incremento en los niveles de TBA61 en salivaa las 3 h de
evaluacion, con una posterior declinacién en las muestras
evaluadas a las 6 y 24 h. Al analizar los niveles de este AcM
en las muestras de lavado traqueo-bronquial, se encontré el
mismo patrén que el observado en las muestras de saliva.
Otro estudio mas reciente evalla la presencia de
gammaglobulina humana comercial de tipo IgG (Intacglobin)
en muestras de saliva, lavado traqueo-bronquial y suero 1, 2,
3y 5 h posteriores a lainoculacién por via intranasal a ratones
Balb/c (15).

La presencia de gammaglobulina en las muestras de saliva
fue detectada a partir de 1 h y hasta las 2 h, no siendo
detectables al cabo de las 3 h posteriores a la inoculacion.
Sin embargo, a pesar de que en el lavado traqueo-bronquial
los niveles de la gammaglobulina, 1 h después de la
inoculaciéon, fueron mayores que en saliva, estos niveles
descendieron a las 2 h, ascendiendo a las 3 h a niveles
maximos y disminuyendo bruscamente hasta hacerse no
detectables a las 5 h.
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En nuestro estudio no podemos descartar la presencia de
IgAsh en las muestras de lavado, donde los niveles no fueron
significativos, debido a que los animales recibieron
pilocarpina, con el objetivo de poder extraer las muestras de
saliva. La pilocarpina es un agonista no especifico de los
receptores muscarinicos que provoca constriccion de la
musculatura lisa (16), particularmente la asociada a las
glandulas donde se acumula y secreta la IgA.

Los lavados bronquiales se realizaron posterior a la
extraccion de las muestras de saliva con pilocarpina y por
esta razoén los niveles de IgA, presentes en las muestras de
lavado traqueo-bronquial, pueden estar subestimados. Otro
factor que probablemente influyé en los bajos niveles de IgAsh
detectados en las muestras de lavado es la dilucién que se
realizé durante su extraccion. Este estudio se hizo basado
en el esquema desarrollado por Olivares y cols (15). Sin
embargo, en nuestro caso se mantienen elevados los niveles
de IgAsh en las muestras de saliva al cabo de 5 h posteriores
alainoculacion, por lo que consideramos necesario evaluar,
ademas, tiempos mayores, con el objetivo de determinar el
momento en el cual los niveles del anticuerpo administrado
por via intranasal desaparecen de los fluidos estudiados.

El hecho de que en nuestro estudio la IgAsh haya
permanecido mas tiempo en saliva con respecto a los dos
estudios anteriores, puede deberse a la presencia del
componente secretor en su estructura, el cual le aporta
estabilidad a la molécula dimérica, protege la
inmunoglobulina de la degradacién por proteasas y le confiere
propiedades mucoadhesivas, lo cual hace que sea retenida
por mas tiempo en las superficies mucosales (17).

La IgA reconoce constituyentes de las superficies
micobacterianas y mediante esta habilidad tiene la posibilidad
de influir en el curso de la infeccién intracelular, por virtud de
interferir con las interacciones entre la bacteria opsonizaday
la superficie mucosal (14).
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, resulta
interesante evaluar, con el uso de este modelo, el papel
protector de la IgAsh como candidato terapéutico en la
infeccidn experimental con M. tuberculosis.
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Biodistribution of the secretory IgA purified from human colostrum in biological fluids

of Balb/c mice

Abstract

The human secretory IgA (IgAsh) is structural and functionally released by the mucosal environment, with the
ability to neutralize antigens and participating in promoting the binding and exclusion of them and preventing the
adhesion of pathogens to mucosal epithelial surfaces. In this study, the biodistribution of hsigA purified from
colostrum was evaluated, after being administered intranasally to BALB/c mice model and the levels of this
immunoglobulin in several biological fluids were determined by ELISA. Results showed the presence of antibody
in saliva samples from animals that received the IgAsh, which was significantly higher than levels found in samples
from non-treated animals, at all time intervals. In samples of tracheobronchial lavage, high antibody levels were
only obtained two and three hours after the inoculation of the animals of the group that received the IgAsh,
compared to the non-treated group. According to the results obtained, we consider interesting to evaluate the
protective role of this immunoglobulin as a therapeutic candidate against the infection by M. tuberculosis in a near

future.
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