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Resumen Introduccién: Se ha desarrollado una novedosa prueba diagndstica para la deteccién de autoanticuerpos
en pacientes con miastenia gravis. Este nuevo método, libre de células, es relativamente simple y consume
menos tiempo y materiales que el radioinmunoensayo estandar, método de referencia utilizado actualmente
en la clinica. Materiales y métodos: La prueba consiste en el uso de microparticulas de poliestireno recubier-
tas con el receptor de acetilcolina (se probaron dos fuentes de receptor de diferente origen), marcacion es-
pecifica del receptor con ligandos fluorescentes de alta afinidad (o-bungarotoxina-AlexaFluor o anticuerpos
anti-receptor policlonales provenientes de los sueros de pacientes diagnosticados con la enfermedad, segui-
dos de anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos), y deteccion por citometria de flujo. Resulta-
dos: Los valores de intensidad de fluorescencia media para los sueros positivos por la técnica de referencia
versus un pool de sueros humanos normales: mostraron una diferencia estadisticamente significativa para
los dos tipos de microparticulas sensibilizadas utilizadas. Conclusién: Las dos estrategias diferentes eva-
luadas fueron exitosas para la deteccién de autoanticuerpos en el suero de pacientes con miastenia gravis.
Adicionalmente esta prueba tiene el potencial para distinguir entre las distintas formas de los anticuerpos
anti-receptor de acetilcolina, y los resultados podrian correlacionarse con la severidad de la miastenia gra-
vis, pudiendo resultar un elemento predictivo de gran utilidad en el seguimiento de la evolucién clinica de la
enfermedad.

Palabras clave: receptor de acetilcolina, anticuerpos anti-receptor de acetilcolina, citometria de flujo, mi-
croparticulas, miastenia gravis.

Abstract Introduction: A new diagnostic test for the detection of autoantibodies for myasthenia gravis was deve-
loped. The new cell-free test is relatively simple and less time- and material-consuming than the standard
radioimmunoassay-based methodologies in current clinical practice. Materials and methods: The test invol-
ves the use of polystyrene microbeads coated with the nicotinic acetylcholine receptor protein (two different
sources of the receptor were tested), specific labeling of the protein with high-affinity fluorescent ligands
(AlexaFluor-at-bungarotoxin or polyclonal anti-receptor antibodies from sera of already diagnosed patients,
followed by secondary fluorescent-labeled antibodies), and detection by fluorescence flow cytometry. Re-
sults: mean fluorescence intensity for positive sera versus a pool of human normal sera: showed statistically
significant differences for the two receptor s source types used. Conclusion: The two different approaches
tested were successful for the detection of autoantibodies in sera from patients with myasthenia gravis. The
new test has the potentiality to distinguish between different autoantibody isoforms and subtypes, and the
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Introduccién

La miastenia gravis (MG) es una enfermedad autoinmune
mediada por autoanticuerpos patogénicos (ACRA) dirigidos
contra el receptor acetilcolina nicotinico (nAChR), la cual se ma-
nifiesta clinicamente con debilidad muscular [1,2]. La técnica
actual de referencia para detectar ACRA es el radioinmunoensa-
yo (RIA), un método costoso y nocivo para el medioambiente.
Se han realizado intentos para sustituir al RIA con ensayos de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), pero, hasta el mo-
mento, no se ha podido alcanzar la alta sensibilidad que posee
elRIA[3,4].

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar un méto-
do alternativo, simple y ecolégicamente amigable, para la me-
dicién de ACRA. La metodologia se basa en la inmovilizacién del
nAChR en particulas de poliestireno, su interaccion con sondas
fluorescentes y su deteccion por citometria de flujo.

EInAChR es un canal iénico pentamérico regulado por ligando
condosisoformas: laneuronal y lamuscular. La dltima esta con-
formada por tres cadenas diferentes (3, 8, y 0 €] y dos cadenas
a idénticas, las cuales poseen el sitio de union a los ligandos
[5]. El ligando natural del receptor es la acetilcolina, pero las
subunidades alfa pueden también unir antagonistas, como la
neurotoxina altamente especifica derivada de un veneno de vi-
bora, denominada a-bungarotoxina (BTX) [6,7]. Los pacientes
con MG poseen autoanticuerpos anti-receptor de acetilcolina
(ACRA] que son los marcadores seroldgicos de la enfermedad
[1]. Existen tres tipos de ACRA: de uni6n, bloqueantes y modula-
dores. Los primeros pueden unirse a cualquier sitio del receptor,
los segundos se unen al sitio de unién a ligandos en la interface
de la subunidad o con una subunidad no-a, y el tercer tipo no
s6lo es capaz de unirse al nAChR, sino que ademas desencade-
na su internalizacién y reciclado [8].

El objetivo a largo plazo de este desarrollo es poder detectar
de manera simultanea y en un mismo ensayo los ACRA de unién
y blogueantes, utilizando sondas fluorescentes con diferente
longitud de onda de emision para distinguirlos.

Materiales y Métodos

Las muestras de suero de pacientes y de voluntarios
sanos se obtuvieron del Servicio de Neuroinmunologia del
Hospital Ramos Mejia, Consultorio de Miastenia Gravis, Bue-
nos Aires, Argentina. Todos los estudios se llevaron a cabo
bajo un protocolo aprobado por el Comité de Etica de dicho
Hospital y todas las muestras se obtuvieron con un consen-
timiento informado firmado por los individuos involucrados.
El estudio se llevé a cabo de acuerdo con los estandares
éticos declarados en el Cédigo de Etica de la Declaracién de
Helsinki de 1964.

El primer paso del procedimiento de esta nueva técnica
analitica consistio en recubrir (sensibilizar] la superficie de
microparticulas de poliestireno de 4 pm (Spherotech, Inc)
con el nAChR (70 pg / 100 cm? de microparticulas). Dos

fuentes diferentes de receptor fueron evaluadas: nAChR
del 6rgano eléctrico de Torpedo califérnica (Tc, Aquatic Re-
search Consultants] purificado por cromatografia de afini-
dad [9,10];y nAChR de un extracto de musculo bovino (Bm)
purificado por cromatografia de intercambio iénico [11,12].

Para la preparacidn de las microparticulas sensibilizadas
se mezclaron 1,4 pl de microparticulas de poliestireno (1
cm? 0 2 x 10® particulas) con 2,3 pl de nAChR de Tc (0,6 ug)
0 1 plde Bm (0,7 pg), en un volumen final de 20 pl en buffer
isoténico salino (IBS) (2,3 mM NaH,P0y; 14,2 mM NayHPQy;
140 mM NaCl; 3,8 mM KCl}, y se incubaron durante 16 hs a
4°Cenun agitador orbital. La mezcla luego fue centrifugada
a 5.000 x g por 10 min y el sobrenadante fue descartado.
El pellet fue resuspendido en 20 ul de IBS-BSA (0,5 % p/v
seroalbdmina bovina en IBS] y la suspensién incubada por
1 h a temperatura ambiente en un agitador orbital, con el
objetivo de bloquear todos los sitios libres no sensibilizados
con el receptor. La preparacion fue centrifugada a 5.000 x
g por 10 min nuevamente, el sobrenadante fue descartado
y el pellet resuspendido en 20 pl de IBS (resultando en una
suspensién de 1 x 10° microparticulas-nAChR por pl). La
suspension se almacend a 4 °C hasta su uso.

Cubreobjetos de vidrio de 15 mm No. 1,5 fueron limpia-
dos intensamente y secados [13]. Luego los mismos fue-
ron recubiertos con una solucién de polilisina (0,1 mg/mL)
por 5 min a temperatura ambiente y el exceso de solucién
se dejo escurrir y secar totalmente.

Las microparticulas (1x10%) sensibilizadas con nAChR de
Tc o musculo bovino respectivamente, fueron colocadas so-
bre los cubreobjetos recubiertos con polilisina, permitiendo
su inmovilizacién durante 16 hs a 4 °C. Todas las incubacio-
nes fueron realizadas en cdmara himeda. Los cubreobjetos
fueron luego lavados e incubados con los siguientes ligan-
dos fluorescentes por 1h a temperatura ambiente: i) o.-BTX-
AlexaFluor®®® (1 uM, Invitrogen), i) a.-BTX-AlexaFluor>®> (1
uM, Invitrogen) y iii) un suero ACRA positivo de un paciente
diagnosticado con MG, como anticuerpo primario (suero A,
1:100, valor ACRA por RIA 3,71 nmoles/l]. En el dltimo caso
fueron realizados dos lavados con buffer fosfato salino
(PBS] antes del agregado del anticuerpo secundario anti-
Igs humanas-FITC (1:200, Bethyl), con 1 h de incubacion a
temperatura ambiente en oscuridad. Luego de dos lavados
mas con PBS. Los cubreobjetos se montaron en cadmaras de
perfusion especialmente disefiadas, se agregd PBS y final-
mente la fluorescencia fue observada en un microscopio
de epifluorescencia hecho a medida. Este microscopio fue
construido por uno de los grupos de trabajo (F.J. Barrantes]),
y funciona actualmente en el laboratorio de Neurobiologia
Molecular a su cargo. Dicho microscopio, el primero de su
tipo en el pais, opera en epifluorescencia de campo ancho,
microscopia estocastica de molécula unica (STORM] y de
fotoactivacion (PALM] en super-resolucién. Las imagenes
fueron adquiridas utilizando un objetivo de inmersién 100
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X de 1,49 N.A. (Nikon) bajo una iluminacion con diodos de
emisién de luz (LED) (Tolket, Argentina), utilizando el pa-
quete de software de imagenes SlideBook (Intelligent Ima-
ging Innovations).

En otra serie de experimentos, las microparticulas sensibi-
lizadas con nAChR de Tc o musculo bovino respectivamente,
fueron marcadas en solucién y sometidas a una citometria
de flujo utilizando un citémetro PAS IIl PARTEC. Brevemente,
cada tubo conteniendo 1 x 10° microparticulas sensibilizadas
fue incubado con a-BTX-AlexaFluor*®® (1 uM) o diferentes
sueros humanos normales (SHN, 1:50]) o diferentes sueros
ACRA + (1:50) y anticuerpos secundarios-FITC {1:100]. Debe
mencionarse que los sueros ACRA + evaluados de pacien-
tes con MG (n =5, A a E) fueron previamente valorados por
RIA, y clasificados como ACRA + (> 0,5 nmol/I). Lo mismo se
realizd para las muestras de SHN (n = 5], que resultaron ser
todas negativas por RIA (< 0,1 nmol/l) y luego, también, por
citometria de flujo. Posteriormente, se juntaron alicuotas de
cada uno de ellos para conformar un pool negativo, para su
uso futuro y se le midié nuevamente su valor de ACRA por RIA,
resultando también negativo (< 0,1 nmol/L).

Para el ensayo de citometria de flujo, 1 pl de las micropar-

ticulas de poliestireno sensibilizadas se mezclaron con el
volumen apropiado de cada sonda fluorescente primaria y se
incubaron durante 16 hs a 4 ° C en un agitador orbital en un
volumen final de 50 pl. Después, las suspensiones fueron la-
vadas dos veces con PBS utilizando un equipo que consta de
placas de 96 pocillos y su correspondiente sistema de vacio
(MultiScreenHTS, Millipore). Cada suspensidn - muestra se co-
loca en un pocillo, donde cada pocillo posee un filtro de PVDF
de 0,45 pm, a continuacién se aplica vacio, elimindndose de
este modo la porcién liquida de la suspension y quedando
retenidas las microparticulas. De este modo pueden realizar-
se varios lavados de manera muy sencilla y répida, evitando
los pasos de centrifugacién con su consecuente pérdida de
material. Las microparticulas fueron resuspendidas adicio-
nando 20 pl de PBS a cada pocillo y luego incubadas con los
anticuerpos secundarios por 1 h a temperatura ambiente en
un agitador orbital {100 rpm]), en el caso que correspondiese.
Las microparticulas fueron lavadas tres veces con PBS, re-
suspendidas en 100 pl de PBS y sometidas a |a citometria de
flujo. Alrededor de 20.000 eventos se registraron para cada
condicién. La Intensidad de Fluorescencia Media (IFM] fue
calculada para cada muestra (incluyendo el control de auto-
fluorescencia, conteniendo sélo microparticulas sensibiliza-
das sin marcar].

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Figura 1. Imégenes de microscopia de fluorescencia mostrando las microparticulas sensibilizadas con nAChR-Tc, incubadas con a)

o-BTX-AlexaFluor®>® y c) suero del paciente A con MG, ACRA+. Las microparticulas sensibilizadas con nAChR-Bm, incubadas con b)
o-BTX-AlexaFluor®® y d] suero del paciente A con MG, ACRA+.
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Los datos de citometria de flujo fueron analizados con el
software FlowJo. El andlisis estadistico se llevé a cabo con
el software GraphPad-Instat, y los graficos de barras con
GraphPad-Prism. Para comparar grupos se aplicé un ANOVA
unidireccional con post-test de Tukey. Los resultados se en-
cuentran expresados como la media + desvio estandar de
tres ensayos independientes.

Resultados

Las imagenes de microscopia de fluorescencia muestran
que las microparticulas se sensibilizaron eficazmente con los
dos tipos de nAChR, ya que ambos tipos de receptores pudie-
ron ser reconocidos por la a-BTX marcada con fluorocromo, asi
como también por los ACRA presentes en el suero del paciente A
con MG (Figura 1].

Cuando los SHN fueron evaluados por citometria de flujo (n =
5] con los dos tipos de particulas sensibilizadas, su IFM resulté
muy similar entre ellos, y con sefiales inferiores a las muestras
positivas (Figura 2).

El pool conformado por los cinco SHN se us6 luego como con-
trol negativo, siendo su valor de ACRA por la técnica de referencia
también negativo (< 0,1 nmol/l}. El control de unién inespecifica
delanticuerpo secundario anti-lgs humanas conjugado con FITC
a las particulas sensibilizadas, arrojé un valor de IFM similar al
del control de autofluorescencia (datos no mostrados).

Los analisis de las citometrias de flujo muestran resultados
positivos para los dos tipos de microparticulas sensibilizadas.
ParaTc, IFM: autofluorescencia vs BTX (p < 0,05), SHN vs sueros
C,D,E (p<0,001) A B [p < 0,05). Para Bm, IFM: AF vs BTX (p <
0,01],SHNvs suerosA,C,D (p<0,001) E (p<0,01) B (p<0,05)
(Figura 3).

Discusion

Las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescen-
cia con las microparticulas sensibilizadas y marcadas con
las diferentes sondas confirman que ambos tipos de recep-
tor, provenientes de distintas fuentes biol6gicas (6rgano
eléctrico y musculo esquelético), se han adherido a la su-
perficie de las microparticulas de poliestireno. La microsco-
pia se realizé de manera cualitativa para estimar el estado
de sensibilizacién de las microparticulas, ya que la cuanti-
ficacién puede realizarse de manera exitosa y automatica
en el citdmetro de flujo. Los resultados fueron positivos, co-
rroborados por el hecho de que las microparticulas sensibi-
lizadas con Tc y Bm pudieron ser reconocidas no sélo por un
suero ACRA+, sino también por diferentes a-BTXs marcadas
con distintos fluorocromos.

El analisis cuantitativo realizado por citometria de flu-
jo muestra que los sueros de diferentes pacientes con MG
ACRA+ fueron capaces de reconocer las microparticulas
sensibilizadas con nAChR, proveniente tanto de érgano
eléctrico como de musculo esquelético. Cuando las mi-
croparticulas sensibilizadas fueron incubadas con sueros
humanos normales, también pudo detectarse una fluores-
cencia mayor al valor del control de autofluorescencia, pero
menor a las sefiales positivas. Esta observacién es muy co-
mun cuando se trabaja con sueros humanos, debido a las
interacciones inespecificas que suelen ocurrir. Estos sueros
utilizados como controles negativos fueron también negati-
vos por la técnica de referencia (< 0,1 nmol/1].

Los sueros utilizados como muestras positivas fueron
confirmados también por RIA, observandose valores posi-
tivos de entre 1,1 y 82 nmol/| (> 0,50 nmol/l se considera
positivo).

Figura 2. Citometria de flujo de microparticulas sensibilizadas con nAChR-Bm. a) Grafico de puntos que muestra la seleccién de la
poblacién de microparticulas individuales sobre las que se mide posteriormente la IFM. b) Histograma que muestra la deteccion de
fluorescencia en el canal FL1 para FITC. Las microparticulas se incubaron con diferentes sueros humanos normales (n=5, SHN] yun
suero del paciente C con MG, ACRA+, seguido de un anticuerpo secundario anti-Ig6 humana marcado con FITC.
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Cuando se analizé la correlacién entre la IFM, obtenida
con los dos tipos de microparticulas sensibilizadas y los va-
lores de ACRA por RIA, no se pudo establecer una correlacién
estadisticamente significativa. Como estos ensayos son los
primeros realizados para la evaluacién de esta nueva meto-
dologia, se asume que deben ensayarse mas sueros para
validar el método, y para verificar si hay unareal correlacién
entre las dos técnicas.

El objetivo final del trabajo es detectar de manera simul-
tédnea los dos tipos de ACRA (de unidn y bloqueantes) y, lue-
go, transferir la técnica a los centros de salud. Esto podria
ser beneficioso especialmente en un pais como la Argenti-
na, donde actualmente en la clinica no se discrimina el tipo
de ACRA que se mide y los médicos sdlo son informados so-
bre el estado ACRA positivo o negativo de los pacientes.

Metodologias alternativas evaluadas previamente para
detectar ACRA por citometria de flujo consistieron en el uso
de células viables [14,15]. El uso de células viables en una
técnica para el uso diario en la clinica tiene muchas limita-
ciones, incluyendo las dificultades en la estandarizacién.
Esto se debe a variaciones entre lotes de células por cau-
sa de diferentes condiciones de cultivo; la necesidad de un
cultivo viable inmediatamente previo al procedimiento diag-
néstico, el cual puede demorar hasta una semana si el tra-
bajo comienza con un vial congelado de un banco de células;
y finalmente la impracticabilidad de controles de calidad
inter-laboratorios para validar los resultados. Todas estas
desventajas pueden obviarse utilizando métodos alternati-
vos que no dependan del uso de células viables, como el que
se propone en el presente trabajo.

Esta nueva prueba diagndstica libre de células ha sido
exitosa en la deteccién de autoanticuerpos en sueros de
diferentes pacientes con MG, los cuales fueron positivos

por la técnica de referencia. Los dos tipos de preparaciones
del receptor, provenientes de diferentes fuentes biolégi-
cas utilizadas para sensibilizar las microparticulas, fueron
igualmente reconocidas por las sondas fluorescentes que
se usaron, incluyendo los autoanticuerpos.

Este método esta todavia en proceso de desarrollo y es
necesario ensayar mas sueros para corroborar totalmente
su validez y reproducibilidad, calcular los pardmetros de es-
pecificidad y sensibilidad, y establecer una correlacién con
la técnica de referencia.

La aplicacién de la metodologia alternativa aqui descrip-
ta podria facilitar la correlacién entre los titulos ACRA y los
subtipos ACRA con la gravedad de |la enfermedad. Esto, a su
vez, podria utilizarse para predecir la evolucidn clinica de la
patologia y, eventualmente, junto con otros biomarcadores
que reflejen el comportamiento clinico de la MG, resultar en
un manejo terapéutico mas apropiado de esta enfermedad.
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