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RESUMEN

Se determind la concentracion de IgG, IgA, e IgM en
el suero de 49 estudiantes universitarios normales, de
18 a 25 afios. Para esto se emple6 el método de
inmunodifusion radial, en placas comerciales.

Los resultados fueron comparados con una serie de
valores descritos en la literatura, correspondientes a
niveles normales en distintos paises. Se encontr6 que
los valores de IgG son ligeramente mayores, mientras
que los de IgA e IgM son similares a los descritos en
otras poblaciones.

Se comenta brevemente las alternativas meto-
doldgicas existentes para la cuantificacion de Igs
séricas, asi como algunos aspectos de la
estandarizacién internacional que ha tenido dicha
determinacion [Rev. Cost. Cienc. Méd. 1985; 6(4):183
- 190].

INTRODUCCION

Las inmunoglobulinas (Igs) o anticuerpos constiuyen
el componente humoral de la respuesta inmune
especifica en todos los vertebrados (21). En el
humano se reconocen cinco clases o isotipos de Igs
denominados IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, diferenciables
gracias a las propiedades estructurales y antigénicas
particulares de sus cadenas pesadas (12)

Debido a su gran heterogeneidad estructural y
funcional (probablemente la méas notable de todas las
proteinas séricas) las Igs solamente pueden ser
cuantificadas mediante técnicas inmunoquimicas. En
todas estas técnicas, las Igs actian como antigeno
frente a sueros producidos en animales, especificos
contra epitopos (determinantes antigénicos)
caracteristicos de cada clase de cadena pesada.
Entre la variedad de métodos inmunoquimicos que se
ha implementado para la cuantificacion de las
principales clases de Igs  séricas (lgG,
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IgA, e IgM) se destacan tres: la inmunodifusion radial
(24), la inmunoelectroforesis en ccohete o
electroinmunoensayo (36), y la inmunonefelometria
(19). La cuantificacion de IgE requiere de métodos de
mayor sensibilidad debido a su baja concentracion,
en tanto que la de IgD no tiene aun utilidad clinica
(10, 26).

Las técnicas mencionadas anteriormente poseen
ventajas y desventajas. La inmunonefelometria se
basa en la medicion de la dispersion de la luz
causada por la formacidon de complejos antigeno-
anticuerpo, al agregar un suero anti-lg (G, A o M,
segun el caso) a la muestra de suero a determinar.
Posee la ventaja de proveer resultados en un lapso
muy breve, de poder automatizarse para analizar
gran numero de muestras y, ademas, debido a que
no se basa en la difusion, no causa error la presencia
de polimeros de Igs de tamafios diversos. Sin
embargo, su desventaja principal radica en la
interferencia que puede @usar la turbidez de la
muestra, ya sea por la presencia de complejos
inmunes “contaminantes”, o por agregados
moleculares de origen no inmunoldégico (1,13,26).
La inmunoelectroforesis en cohete se ha utilicado
para cuantificar las Igs. Se hace migrar
electroforéticamente al antigeno dentro de un gel de
agarosa que contiene los anticuerpos co-
rrespondientes, de tal modo que se forma un
precipitado alargado cuya altura guarda propor-
cionalidad con la concentracion de antigeno en la
muestra. Este método presenta una dificultad
intrinseca cuando se emplea para la cuantificacionde
Igs, debido a que los puntos isoeléctricos promedio,
tanto de los anticuerpos contenidos en el gel como de
las Igs de a muestra, son muy similares, por ser
ambos correspondientes a Igs de mamiferos, Sin
embargo, esta dificultad se ha ressuelto de varias
formas. Entre ellas, se ha propuesto métodos de
carbamilacién de la muestra con cianato de potasio
para modificar sus propiedades electroforéticas (27),
o de formilacién (25), para el mismo fin. También
puede carbamilarse los anticuerpos del gel y dejar la
muestra en su estado nativo (4). Otra alternativa ha
sido descrita por Altschuh (1) empleando antisueros
producidos en gallinas, cuyas Igs difieren en punto
isoeléctrico promedio respecto a las Igs de
mamiferos. En general la inmunoelec-
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troforesis en cohete permite obtener los resultados en
pocas horas (entre 3 y 6), aunque al igual que la
técnica anteriormente descrita, requiere de un equipo
relativamente costoso. Por ultimo, la inmunodifusion
radial (IDR) se basa en la difusion libre de la muestra
en un gel que contiene los anticuerpos contra la Ig
que se desea cuantificar, lo que da lugar a la
formacion de un anillo o circulo de precipitacion
alrededor del punto de aplicacién, cuya area guarda
proporcionalidad con la concentracién de antigeno en
la muestra.

Esta técnica se puede efectuar de dos formas. La

primera, llamada de difusién completa o de Mancini,

permite la difusién total de la muestra (lo que implica
un tiempo de 48-72 horas para la lectura) y permite
obtener una linea recta al graficar el didmetro del
anillo precipitado elevado al cuadrado contra la
concentracion de Ig (24). La segunda, denominada de
difusién parcial o de Fahey, utiliza un tiempo de
difusion restringido (4-18 horas) y proporciona una
relacion lineal al graficar el didmetro del precipitado

contra el logaritmo de la concentracion de Ig (11). A

pesar de que es un método mas rapido que el

descrito por Mancini, su precision es menor al

compararla con el método de difusion completa (22,

25, 26).

Debido a su simplicidad y a que no requiere de

equipo complejo, la IDR se ha convertido en la

técnica mas utilizada para la cuantificacién de Igs (14,

23), y varias compafiias comerciales ofrecen placas

listas para su uso (16, 17, 18). La principal desventaja

de la IDR radica en el largo tiempo de lectura y en los
problemas que ocasionan las Igs poliméricas, cuya
velocidad de difusion en el gel depende del tamafio

molecular (26).

La cuantificacion de las Igs séricas tiene interés tanto

desde el punto de vista clinico como de investigacion

(9). Sus principales indicaciones clinicas son:

a) En el estudio por inmunodeficiencia, ya sea
primaria o secundaria, sugerida por infecciones
frecuentes y/o debidas a microorganismos de baja
virulencia.

b) En la vigilancia de pacientes que sufren formas
graves de hipogammaglobulinemia y que reciben
terapia de sustitucion con preparaciones de Igs.

¢) Para distinguir las gammapatias monoclonales
idiopéaticas “benignas” de las paraproteinemias
causadas por mielomas.

d) Para ayudar al diagnostico de infecciones
congénitas, la determinacion de IgM en san-
gre de cordon de recién nacidos, (26). En

184

otras condiciones patoldgicas esta determinacién
posee actualmente muy poco valor diagndstico y
su realizacion obedece mas bien a fines de
investigacion (26).
Para una adecuada interpretacion de los resultados
se requiere de una amplia preparacion en conceptos
inmunolégicos y metodoldgicos basicos (35) y
ademas, de la existencia de valores de referencia que
reflejan lo mejor posible la realidad propia de cada
poblacién particular (6, 29). El presente estudio
constituye la primera parte de una investigacién
tendiente a precisar los niveles de Igs séricas en
nuestra poblacién, en este caso, en el adulto joven
normal.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizé 49 muestras de suero de estudiantes
universitarios normales de ambos sexos, con edades
entre los 18 y los 25 afios, quienes acudieron a la
Seccidn de Laboratorio Clinico de la Oficina de Salud
de la Universidad de Costa Rica, para la realizacién
de diversos examenes de la ficha médica estudiantil.
Debido a lo limitado de la muestra estudiada no se
analizé diferencias de sexo u otros factores. Se
obtuvo muestras de suero por puncién venosa, en
ayuno, las cuales se congelaron a -30°C hasta su
analisis (aproximadamente 2 meses).

La cuantificacién de IgG, IgA e IgM se realiz6
empleando placas comerciales de IDR (Hyland
Diagnostics, lllinois) por el método de difusién
completa de Mancini (24). Las curvas de referencia
se establecieron con tres sueros estandar incluidos
en los juegos de reactivos comerciales, los cuales
estan calibrados respecto al Patrén Internacional de
Referencia 67/86 de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS.). Dichos estandares fueron probados
por duplicado junto con las muestras, las cuales se
analizaron todas simultdneamente y utilizando el
mismo lote de reactivos. El procedimiento seguido fue
basicamente el recomendado por el fabricante (16).
Las muestras (3 ul) se aplicaron con micropipeta
Hamilton mecéanica (Hamilton Co., Nevada), y las
placas se incubaron a temperatura ambiente durante
50 horas en cdmara humeda (Gelman Co., Ann
Arbor, Michigan). La lectura se realizé iluminando
indirectamente los geles con un visor de placas
(Hyland Diagnostics, Illinois) y midiendo el diametro
del circulo de precipitacion con una regla con
divisiones de 0,5 mm (Behring, Frankfurt, Main). Se
graficé el diametro al cuadrado (mm? contra la
concentracion (mg/dl) de cada estandar y se interpol6
graficamente los resultados de las
muestras. Los resultados



en mg/dl fueron convertidos ademas a Ul/ml mul-
tiplicando por los factores de conversién corres-
pondientes a los estdndares empleados (0,124 para
IgG, 0,704 para IgA y 1,180 para IgM). En total se
analizé 49 muestras para IgG, 47 para IgA y 47 para
IgM.

RESULTADOS

Las curvas de referencia obtenidas para las tres Igs,
dieron puntos completamente colineales por lo que no
hubo necesidad de trazar lineas “de mejor ajuste”. La
interseccion de la recta con el eje de ordenadas (dz)
se mantuvo dentro del limite esperado de 11 + 3,5
mm?Zen los tres casos.

La distribucion de los valores obtenidos se observa
en la Fig. 1. En el caso de IgA e IgM dicha
distribucién fue bastante simétrica alrededor del
promedio, a diferencia de lo observado para IgG (Fig.
1). En el Cuadro 1 se observa los datos de
concentracion de Bbs del grupo estudiado y su
variacion. Una de las muestras presenté un valor de
IgA extremadamente bajo, no medible con la técnica
empleada, por lo que no se pudo incluir en la
estadistica; lo mismo sucedié en dos casos con IgM.

DISCUSION

La expresion de los resultados en la cuantificacién de
Igs ha sido dificil de estandarizar a nivel internacional.
Inicialmente, los resultados se expresaban en
términos absolutos de concentracion,
fundamentalmente en mg/dl (33, 34). Sin embargo, a
partir de 1970, los estudios colaborativos realizados
en el Centro de Referencia para Inmunoglobulinas de
la O.M.S. por Rowe y colaboradores (30, 31),
demostraron que la expresioén de los resultados en
unidades absolutas es muy imprecisa, ya que adn
laboratorios especializados difirieron mucho al
analizar con sus propios estandares seis muestras
codificadas. Por otro lado, los mismos estudios
demostraron que se lograba una reproducibilidad muy
superior entre dichos laboratorios al utilizar un
estandar de referencia Unico, a cual se le habia
asignado unidades arbitrarias de potencia para
representar los valores desconocidos de IgG, IgA e
IgM (28, 30, 31). Esto motivé a la preparacién de un
estandar internacional de referencia para dichas Igs
por parte de la OMS. y la adopcién de unidades
arbitrarias designadas como Unidades
Internacionales. (Ul), cuyo uso fue recomendado por
dicha entidad (30). Sin embargo, el nuevo sistema de
unidades arbitrarias caus6 controversia
y no tuvo una aceptacion

amplia en el campo clinico, fundamentalmente por
razones de costumbre (28). Ante tal situacion, los
comités internacionales de expertos propusieron el
uso de factores de conversiéon basados en las
mejores determinaciones absolutas disponibles (2,
15).

Por las anteriores consideraciones, se ha expresado
los resultados del presente estudio con los dos tipos
de unidades. Debe destacarse que los factores de
conversion a unidades de masa es tan sujetos a una
gran incertidumbre, ya que los métodos de
purificacion de las Igs no permiten una recuperacion
cuantitativa y al mismo tiempo de alta homogeneidad
de cada proteina (28, 31). Es por esto que cada
fabricante de placas comerciales para la
determinacion de Igs, proporciona sus factores de
conversion a unidades de masa, con ligeras
variaciones entre ellos (28), a pesar de que los
estandares comerciales son patrones secundarios
calibrados respecto al estandar internacional de
referencia, en Ul/ml (28). Al comparar nuestros
resultados con los descritos para otros paises
(Cuadro 1) llama la atencién el nivel de 1gG, cuyo
promedio y limite superior del &mbito son mayores,
exceptuando solamente los datos correspondientes a
Nigeria (29) y a Surinam (37). El promedio de IgG es
muy similar al hallado en poblacién indigena de
Guatemala (8, 20). Los niveles de IgA y de IgM, en
general, son similares a la mayoria de los descritos.
Al respecto, se ha indicado que los niveles normales
de Igs séricas en la poblacién de algunos paises
subdesarrollados tienden a ser mayores que los de
paises desarrollados (23, 29, 37). En el presente
caso, solo el nivel de IgG es consistentemente mayor.
Esta diferencia ejemplifica la importancia de estudiar
distintos parametros inmunolégicos de nuestra po-
blacién para una interpretacion adecuada de los
resultados de laboratorio.

El hallazgo de una muestra con nivel muy bajo de IgA
y dos muestras con baja IgM no es sorprendente, ya
gue algunos investigadores han encontrado el mismo
fendbmeno en poblaciéon normal, sin que se pueda
asociar a patologia (26, 29).

En este estudio preliminar no se ha considerado
ciertos factores de importancia como el sexo y el
grupo étnico, que influyen significativamente en los
niveles de Igs séricas (3, 5, 6, 7, 9, 22, 34, 37). Es
necesario realizar mas estudios en nuestra poblacién
para investigar la importancia de dichos factores, asi
como determinar los niveles “normales” o de
referencia, de las Igs séricas en otros grupos de edad
diferentes al analizado, principalmente eninfantesy
seniles.
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FIGURA 1

mg/dl

2400

1600

800

T
19G

—

090-0-690-

Ul/ml

300

200

100

450 mg/d

300

150

IgA

4000000600600

900060 000

o000 00

.

Ul/ml

300

200

100

mg/dl

200

100

—

[ X 1 1 o

Ul/m)

300

200

100

Distribucién de los valores de inmunoglobulinas séricas en la muestra analizada,

49; IgA: n = 48; IgM: n= 45,

en mg/dl y Ul/ml. 1gG: n

186



(08¢-18)9z1 (re€-95)9¢€lL (80Z-L8)S¢! (62-02‘W)001 ezing
(sve-zs)set (z8z-LS)9TL (£L1-06)9C1L (62-0C'W)v6 Bj23ng
(E1¥ L-vE)LlLT (Loz-1€)08 (L95-9t1)L8C (62-0T'W)o0L eIRSIN
(eg€-T1)e9 (Lze-6T)L6 (961-z8)LTL (62-0C°'W)001 021X
(80€-89) ¥yt (Lez-0L)6 (01z-zoL)9vlL (62-0C'W)86 uodef
(zre-Ly)ect (68Z-9¥)s1L1L (Loz-gL)ezt (6T-0Z'W)LS e11918]8U]
(ree-sviLet (€TT-0¥)v6 (90z-59)911 (62-02'W)o01L epuejoH
(82Z-601)851 (s9¢-€L)€91 (z62-€8)9S1L (62-0Z‘'W)001 itle}
(STy-98)161 (982-95)L2L (6LZ-¥6)EVL (62-0C'W)¥6 ejfeysny
(862-65)E€L {(vvz-8v)801 (821-98)¥T1L (62-0Z'W) St BluBWR|Y
{onque) X (62¥-v8)061 (L1e-v8)¥9l (etz-L6)evl {(6T-02'W)001 ejedly (62)
L'L¥ S8 8L e g'tyLolL (LT¥14)€9
333 X 9L T €9 L'LFS9 eLystt (LT-y1L'W)SS VN3 {9 )
(s61 —1¢) (32049} (0€9°L— 18S)
l¥ F 601 YL ¥ ¥LL L8T F¥90°L (-4)s1
(onque) (1¥t — ss) (roy—got) (Lo¥" L~ $99)
SFX 0 F €6 €8 F20C 102 ¥ SL6 (—‘w)st epue|oH (r€)
(onque) (Lyl —Lv) (ogg~19) (61671 - 695)
S¥X LT 66 L9 ¥ 00T S0E F 8SL'L (—'d+ W)og vl (€€)
S¥X Se ¥ 0Tt 0L 7082 07T Fo¥elL (- ‘woz RAIE (11)
NOIS3¥dX3 w/in .IpAw w/in 1p/3w jw/in 1p/3w (pepa ‘oxas)u Sjed  eppuosesey
W81 V3] 93] VILSINW

VANLYYILIT VI NI SOLIEOSTIA TVIWYON VITINAY NOIOVTI80d NI SvD1¥3S SYNITNGOTOONNWNI 230 STIOTVA SONNOTVY
I oHavnNo

187



COPEUIILAIRT O

!

UL MO0 =

J JEPUEISI UQIIEIASIP = & lompawiond =

{ ki e (£9€ ~05) (BOE-LF)  FOT - TF {062 - 09} {ROEL — T6) (08T OokL)
Sy X 19 T R%L LY FIFL &L 7 Ifl SLT L8l {8F T 881 £8€ FI6FTL (SI-BL d4WheF  Eay S0 -]
{556 - %5 {0LT —4 L6E—RE) (8271 —RLL)
¥ RO1 TFL PEETL (DU-R 14 W00 A {%1)
08E-00:4
(=] OST 09 1N 05r—-06 00R' L —008 [—=] - (g1}
{cvi—g6ld  (eoo—e8t)  (LEL—f01) {9%L—9kl) (ovi—zzl} [92l'L —186)
ozl o8| Lt G991 Ll L5 A AR Th 1
{33 e¥ X (til—giey  (dwl—gity  [aTL1-s08)  (£89L-&pL) (DZ—=TLL) (£ —006)
X sl B2 it 90| &l LEG (oF-0z wWins w9 fezh
{osquie] % {QLE-BF]LSI CrET-OSIELL (FTT-TRILEL {—"whci A (6}
(o) (OLE—Z11] [DEE—ORL) [DEEL—-S61°1)
x £0% L¥E LEP'L BT-SL'AFW)ST  mrwmeng (g}
[OET -+01) (fvE— 861} (L5 T-55E1)
FFF S¥L RS F 06 Lbt T 0661 L 1 )
{ozigup) (Lsw—arl) (ELE—LLE) [SEET7RELTLY
SF X FOLFEEE b3 FALE 10 7 5017 (=‘wi)9 LIRS el
D) (562 — 09) [oBE —§+) (0gL —5)
5% X LFE 1El aF vl 6l § 6ZL {0512 4F Wiog eLENng [Zel
b 1A 0s5E OLEL {='4lrd rprwaeng {oz}
NOISI¥AXI  1win 1P /5w Ip/Bu i P (pepa ‘oxasju U epuasagey
wa v o] WHLSINW

WHOLYYILT VT NI SOLIYISI0 IVWHON YLTNAY NOIDYT804 N3 SY2I1H35 SYNITNEOTIONMWNE 30 STHOTVA SONIDTY

188



AGRADECIMIENTOS

Agradecemos a nuestros colegas Luis Cerdas y José
Maria Gutiérrez por la revisién de este manuscrito. A
la Srta. Rocio Monge por su excelente trabajo
secretarial, y a la Vicerrectoria de Investigacién de la
Universidad de Costa Rica por su apoyo econémico.

ABSTRACT

Serum concentrations of IgG, IgA and IgM were
determined in 49 healthy university students, aged 18
to 25, by radial irnmunodiffusion, using commercially
available plates.

Results were compared to normal values reported in
the literature. It was found that IgG levels in our
sample were slightly higher, whereas IgA and IgM
levels were similar to those reported in other
countries.

A brief discussion of current techniques for im-
munoglobulin quantitation is included, as well as
some comments on international efforts to stan-
dardize this determination.
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