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Introducción

La interacción entre antígeno y anticuerpo se estabiliza mediante enlaces débiles, como puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones electrostáticas e hidrofóbicas. La suma de todos estos enlaces genera una interacción estable entre el lugar de unión del anticuerpo (parátope) y el lugar de unión del antígeno (epítope). Estas fuerzas son inversamente proporcionales a una potencia de la distancia entre los grupos interactuantes, lo que implica que epítope y paratope deben presentar estructuras complementarias para obtener una energía de unión suficiente como para resistir la disrupción termodinámica. La suma de estas fuerzas de atracción y de repulsión se conoce como afinidad del anticuerpo.

La avidez o avidez funcional representa la fuerza neta de unión de poblaciones de anticuerpos y es determinada por la afinidad que depende también de otras propiedades que son independientes de la reacción de unión primaria. Los anticuerpos son moléculas multivalentes en su interacción con el antígeno, es decir las moléculas de inmunoglobulina presentan un máximo de 10 (IgM) y un mínimo de 2 sitios de unión con el antígeno. Esta interacción multivalente entre antígeno y anticuerpo permite es una de las propiedades principales que tiene influye sobre la avidez de una población de anticuerpos.

Especificidad y reacción cruzada

La complementariedad existente entre epítope y paratope condiciona la relación específica entre antígeno y anticuerpo. En general los anticuerpos son altamente específicos, siendo capaces de “discernir” entre pequeñas variaciones del antígeno, tanto a nivel de estructura primaria como de conformación estérica o configuración óptica del mismo.

Los anticuerpos con capacidad para unirse a epitopes estructuralmente relacionados (determinantes diferentes reconocidos por el mismo anticuerpo) se denominan polifuncionales, y dan lugar a reacciones cruzadas de tipo I, mientras que el termino multiespecífico se utiliza para anticuerpos con reactividad frente a antígenos muy diferentes que comparten epitopes (reactividad cruzada de tipo II).

Métodos directos e indirectos

Métodos directos

Los métodos directos consisten en que el primer anticuerpo o anticuerpo primario se encuentra unido a algún tipo de marcador que permite identificar los lugares de la preparación donde se ha unido. Este método requiere un marcaje del anticuerpo primario, para lo que es necesario disponer de una cantidad importante (aprox. 1mg). Tiene como ventaja que sobre una misma preparación se pueden incubar tantos anticuerpos como se desee, o tantos como sistemas de marcaje diferentes podamos emplear. En el caso de la inmunofluorescencia el límite de marcadores simultáneos estará fijado por el número de juegos de filtros discriminantes entre fluorocromos que tengamos.
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Métodos indirectos

Se basan en la aplicación de un anticuerpo primario sobre el tejido que es reconocido por un segundo anticuerpo, secundario, contra la región Fc del primario, unido a un marcador. El anticuerpo secundario se aplica a una concentración en exceso. Estos métodos son mucho más sensibles que los directos pues al anticuerpo primario se pueden unir más de un anticuerpo secundario, incrementando la señal. Otra ventaja de estos métodos es que basta con disponer de unos pocos secundarios marcados para poder reconocer un gran número de anticuerpos primarios diferentes.
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El marcaje del anticuerpo secundario es más fácil pues al obtenerse contra las inmunoglobulinas de una especie se dispone de gran cantidad de antígeno puro y se suelen inmunizar animales grandes (cabra, oveja, caballo, etcétera) con lo que se dispone de gran cantidad de anticuerpo para la reacción. El límite en el número de antígenos que es posible detectar se encuentra en el número de anticuerpo secundarios distintos de que se dispone acomplejados con marcadores diferentes.

Objetivos

Determinar la avidez de anticuerpos provenientes de suero de ratón infectado con T. cruzi, obtenidos a distintos tiempos post-infección (evaluando la evolución de su avidez), mediante un ELISA de avidez. En esta se desafiará la unión antígeno-anticuerpo con urea 6M, por el principio de elución. 

Procedimientos

Los sueros diluidos 1/50 se incubaron por sextuplicado, realizando el tratamiento con urea 6M en 3 de los pocillos (como se indica en la figura 1). Se utilizaron 1 suero correspondiente a un ratón sin infectar (fila A de la placa en la figura 1) y 6 sueros de ratones infectados (filas B, C, D, E, F Y G). En la fila H se incluyen los controles sin suero (solo diluyente), en las columnas 1, 2 y 3 sin anticuerpo anti-IgG ratón infectado y en las columnas 4, 5 y 6 con anticuerpo anti-IgG ratón infectado.

Se sensibilizaron las placas a 4ºC “overnight”, y se realizó un primer tratamiento caotrópico con urea 6M (en todos los pocillos) 30 minutos a 37ºC. Este tratamiento es necesario para eliminar aquellos antígenos que pudieren pegarse a la placa con baja avidez. Después se bloqueó con PBS-leche descremada al 5% 1 hora a 37ºC, y se incubó con los sueros diluidos 1/50 en PBS-leche descremada al 1% 1 hora a 37ºC. Se lavó la placa 5 veces con buffer de lavado (PBS-Tween 20 al 5%). A partir de aquí se siguieron 2 tratamientos: en los pocillos 4, 5 y 6 se incubó con PBS-urea 6M 30 minutos a 37ºC, y en los pocillos 1, 2 y 3 se incubó con PBS 30 minutos a 37 ºC. Volvieron a lavarse las placas 5 veces en buffer de lavado, y luego se incubó 1 hora a 37ºC con el anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa y diluido en PBS-leche descremada al 1%. Se lavaron los pocillos 5 veces más con buffer de lavado y se reveló la placa con H2O2 y TMB (tetrametilbencidina), dejando incubar por 15 minutos. Se cortó la reacción con H2SO4 2N y se lee a 450 nm en el espectrofotómetro.
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Figura 1: Esquema de la placa del ELISA de avidez

Por último, se calcularon los índices de avidez dividiendo el valor medio de la densidad óptica obtenido en los pocillos tratados con urea 6M (4, 5 y 6, filas B(G) por el valor medio de la densidad óptica de los pocillos no tratados (1, 2 y 3, filas B(G), y multiplicando este valor por 100. 
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Resultados

En la Figura 2 se puede observar la placa del ELISA de avidez. En los pocillos 1 a 3 se realizó el tratamiento con PBS y en los pocillos 4 a 6 se realizó el tratamiento con PBS y Urea 6M. Las distintas filas corresponden a los sueros de ratón obtenidos a distintos tiempos post infección. En la última fila se realizó el control sin suero.
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Figura 2: Placa del ELISA de avidez.

La reacción de la peroxidasa fue interrumpida con H2SO4 y se midió la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro de ELISA (Figura 3).
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Figura 3: Placa de ELISA de avidez con H2SO4.

Con los datos obtenidos del espectrofotómetro de ELISA se realizó una tabla (Tabla 1) y se procedió a calcular los índices de avidez (Av).

	 
	PBS
	PBS-Urea 6M
	Av

	
	1
	2
	3
	Promedio
	4
	5
	6
	Promedio
	

	Ratón 1 (no infectado)
	0,059
	0,066
	0,069
	0,065
	0,049
	0,044
	0,049
	0,047
	-

	Ratón 2 (1)
	0,191
	0,221
	0,225
	0,212
	0,076
	0,083
	0,068
	0,076
	19,19

	Ratón 3 (2)
	0,238
	0,244
	0,256
	0,246
	0,102
	0,078
	0,087
	0,089
	22,98

	Ratón 4 (3)
	0,251
	0,218
	0,240
	0,236
	0,162
	0,148
	0,152
	0,154
	62,14

	Ratón 5 (4)
	0,335
	0,341
	0,336
	0,337
	0,238
	0,228
	0,247
	0,238
	69,80

	Ratón 6 (5)
	0,357
	0,359
	0,388
	0,368
	0,297
	0,316
	0,304
	0,306
	85,16

	Ratón 7 (6)
	0,395
	0,418
	0,414
	0,409
	0,382
	0,363
	0,368
	0,371
	94,00

	Control sin suero
	0,049
	0,060
	0,048
	0,052
	0,068
	0,045
	0,050
	0,054
	~100


Tabla 1: Tabla correspondiente a los valores obtenidos del espectrofotómetro del ELISA.

El Ratón 1 es un ratón control no infectado, por lo cuál el índice de avidez da alto (debería dar 100%, ya que no deberían pegarse anticuerpos tanto en el tratamiento con PBS como con el tratamiento con Urea 6M), y se utilizó como blanco del resto de los sueros. El control sin suero da 100%, lo cuál es esperable ya que no hay anticuerpos.

Con estos datos se procedió a graficar como varía la respuesta inmune (aumento de la avidez) en función al tiempo post infección (Figura 4).
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Figura 4: Evolución de la respuesta inmune en el tiempo.

Conclusiones

Podemos concluir que a medida que madura la respuesta inmune los anticuerpos generados son más ávidos (con mayor afinidad), y que el ensayo de ELISA de avidez  nos permite comparar distintos sueros contra un antígeno específico y determinar cual de ellos tiene mayor avidez por el mismo.
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				PBS								PBS-Urea 6M

				1		2		3		Promedio		4		5		6		Promedio		Av

		Ratón 1 (no infectado)		0.059		0.066		0.069		0.065		0.049		0.044		0.049		0.047		-

		Ratón 2		0.191		0.221		0.225		0.212		0.076		0.083		0.068		0.076		19.19		1		35.6357927786		Ratón 2		35.6357927786

		Ratón 3		0.238		0.244		0.256		0.246		0.102		0.078		0.087		0.089		22.98		2		36.1788617886		Ratón 3		36.1788617886

		Ratón 4		0.251		0.218		0.24		0.236		0.162		0.148		0.152		0.154		62.14		3		65.1622002821		Ratón 4		65.1622002821

		Ratón 5		0.335		0.341		0.336		0.337		0.238		0.228		0.247		0.238		69.80		4		70.4545454545		Ratón 5		70.4545454545

		Ratón 6		0.357		0.359		0.388		0.368		0.297		0.316		0.304		0.306		85.16		5		83.0615942029		Ratón 6		83.0615942029

		Ratón 7		0.395		0.418		0.414		0.409		0.382		0.363		0.368		0.371		94.00		6		90.7090464548		Ratón 7		90.7090464548

		Control sin suero		0.049		0.06		0.048		0.052		0.068		0.045		0.05		0.054		~100
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