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INTRODUCCION



1 .1 . -  GENEEULLIDADES.-

Lo8 an tic u e rp o s  son m oleculas p o lifu n c io n a le a  que juegan un papel 

fundam ental en l a  re a p u e s ta  inm une.-P rev ia  uniôn d e l a n tlg e n o , lo e  a n t io u e r  

p08 son capaces de i n i c i a r  un oonjun to  de funciones e f e c to ra s ,  de n a tu r a le -  

za v a r ia d a , e n tre  l a s  que se in c lu y en :

1 . -  Reconocim iento del an tlg én o  por c é lu la s  e s p e o lf io a s ,  p e rm itien  

do l a  d ife re n c ia o iô n  de l l i n f o c i to  B a  c é lu la  p la sm a tic a  s e c re  

to r a  de a n tic u e rp o s .

2 . -  A ctivac ion  d e l complemento, lo  cu a l l l e v a r a  a  una s e r ie  de r e -  

s u lta d o s  ta l e s  como l i s i s  c e lu ia r ,  l ib e ra c iô n  de fa o to r e s  q u i-  

m io ta c tic o s  e in f la m a to r io s , e tc .

) . -  Pénomenos de h ip e r s e n s ib i l id a d , lo s  c u a les inc luyen  l a  l i b e r a -  

c ién  de h is tam in a  de m as to c ito s  y b a s ô f i lo s .

4 . -  Nodulaciôn de l a  a c tiv id a d  de lo s  l i n f o c i to s  T.

5 . -  Inmunidad mediada por c é lu la s .

La m olécula de a n tic u e rp o , por ta n t o  ̂ a c tu a  como un tran sd u c to r  

que tra n sm ite  una seB al desde lo s  s i t i o s  com binantes oon e l  a n tig e n o , en e l  

extreme am ino-term inal de l a  m olécula, a  l a  p a r te  donde re s id e n  lo s  s i t i o s  

e f e c to re s ,  en e l  extrem e c a rb o x i- te rm in a l. La tran sm is iô n  de e s ta  inform a— 

cion  ocu rre  generalm ente  sobre d is ta n c ia s  su p e r io re s  a  lo s  80 i  y a  tra v é s  

de v a r ie s  dominios confo rm acionales.

P ara  r e a l i z a r  e s ta s  fu n c io n es , l a s  m oléculas de an ticu e rp o  exhiben 

un conjun to  de e s t ru c tu r a s  con cpnform aciones b a s ta n te  in u su a le s  y con pro­

p iedades dinam icas ap ro p iad as . Todas l a s  inmunoglobul in a s  son o ligom éricas 

con un gran  numéro de s im ila r id a d e s  en su e s t ru c tu r a  b a s ic s .



1 .2 . -  SUBUNIDADES Y ESTRUCTURA PRIHARIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS . -

1 .2 .1 . -  E s tru c tu ra  g en e ra l . -

la s  inm unoglobulInas son g lio o p ro te ln a s  que p resen tan  una e s t ru c tu  

r a  b a s ic a  con cu a tro  cadenas p o l ip e p tid ic a s  ig u a le s  dos a  dos. Las dos de 

menor tamafio (PM <^25000 D alton) se  conocen como cadenas l ig e r a s  (L) y la s  

dos de mayor tamafk) (PM de 52000 a  70000 D alton) se  conocen como cadenas pe 

sadas (H). Las cadenas pesadas se  m antienen un idas e n tre  s i  po r puen tes d i -  

su lfu ro  e in te ra o c lo n e s  no c o v a le n te s . Las cadenas l ig e r a s  se  m antienen un i 

das a  l a s  pesadas po r in te ra c c io n e s  no co v a le n te s  y , en g e n e ra l , por puen­

te s  d is u lfu ro  ( f ig u ra  n» l ) .

La m olécula de inm unoglobulina se  p ré se n ta  b ien  con e s ta  e s t ru c tu ­

r a  b a s ica  o b ien  puede p o lim e r is a r  dando e s t ru c tu r a s  de orden s u p e r io r  ( f i ­

gura no 2 ) ,

1 .2 .2 . -  Cadenas l ig e r a s  . -

Las cadenas l i g e r a s  pueden s e r  d iv id id a s  en dos reg io n ea : una que 

comprends l a  m itad am ino-term inal de l a  cadena p o lip e p tld ic a  y que p ré se n ta  

una gran v a r ia b i l id a d  de secuenc ia  a l  comparar l a s  d i s t i n t a s  cadenas l i g e ­

ra s  (V^), y o t r a  reg io n  que comprends l a  m itad c a rb o x i-te rm in a l y que p ré ­

se n ta  mucha mènes v a r ia b i l id a d  en secuenc ia  (C^^. El conjun to  de reg io n es 

C^ se agrupan bajo  dos t ip o s  fondam entales en base a  l a  e s t ru c tu r a  p rim a ria  

que d e te rm in e rs  que l a  cadena l i g e r a  s e s  )< o A .

Tanto l a  reg iô n  como l a  reg ion  con tienen  un puante d is u lfu ro  

in t r a c a te n a r io  que c ie r r a  un ségmento oe unos 60 re s id u e s .



F (Ob')

tSrS-j

C-term.

F igu ra  n» 1 . -  M olécula de inmunogl o bu lina  G,



Cr<l I

F igura  n» 2 .— Pentamero de inmunogl obul in a  K.



Dentro de l a  reg io n  v a r ia b le  ee d ls tln g u e n  tr e e  pequefioa aegnentoa 

h lp e rv a r la b le s ,  a lre d e d o r  de l a s  p o a le lo n es  )0 ,  30 y 90 Idesde e l  ex treno  

aro lno -te rm lna l) ^( f ig u ra  n* ) )  ( l ) .  fii e s ta s  p o s ic io n es  l a  d iv e rs id a d  secuen

c i a l  e n tre  l a s  d i s t i n t a s  cadenas l i g e r a s  e s  muy e lev ad a . El r e s te  de l a  r e ­

g ion v a r ia b le  se conoce como re g lé n  armazon y p re sen ts , menor v a r ia b i l id a d  

de secu en c ia , determ inando e l subgrupo a l  que perteneoe  l a  cadena lig e ra *  

Las reg io n es  h lp e rv a r la b le s  co n tienen  lo s  re s id u e s  que hacen co n tao to  d ire c  

to  con e l  an tfg en e  o determ inan l a  conform acion d e l c e n tre  de uni6n d e l an­

tig è n e , s ien d o , por ta n to , lo s  que d e te râ in a n  l a  e s p e c if ic id a d  d e l a n tio u e r  

po.

1 . 2 , 3 . -  Cadenas pesadas . -

La cadena pesada puede s e r  d iv id id a  en cu a tro  reg io n es  (o inco  en 

a lgünas c la s e s j  cada una de l a s  c u a les c o n tie n s  un puente d is u lfu ro  i n tr a ç a  

te n a r io  que c ie r r a  un segmente de unos 60 re s id u e s .  La reg l6 n  v a r ia b le  (V^) 

ab arca  lo s  110 am inoacidos am ino-term inal es ( s im i la r  a  Las t r e s  c u a r-

ta s  p a r te s  r e s ta n te s  de l a  cadena se  pueden ag ru p a r ba jo  un pequeBo numéro

de secu en c ias  p o lip e p tid ic a s  fondam entales que d e fln en  l a  o la se  a  l a  que 

perten ece  l a  inm unoglobulina. A su  vez , den tro  de una determ inada o la se  se 

observan pequehas d if e re n c ia s  que definen  l a  su b c la se  ( ta b la  n* l ) .

La p a r te  c o n s tan te  comprends t r e s  re g io n e s : 0^1, C^2 y 0^3 (on e l 

case  de l a s  inm unoglobulinas K y £ e x is te  una re g iâ n  a d ic io n a l i  Cg4)t l a s  

c u a les m uestran una hOmologia de secuenc ia  muy e lev ad a , ta n to  e n tre  s i  como 

con l a  reg io n  C^.

En l a  reg io n  v a r ia b le  se han d e fin id o  cu a tro  segm entes h ip e rv a r ia -
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b leS f a lre d e d o r  de la e  p o s ic io n e s  33» 57, 83 y  98 12). Los re s id u o s  l o c a l i -

zados en e s ta s  p o s ic io n e s  co n trib u y en , ju n to  con lo s  de l a  cadena l i g e r a ,  a

dete rm inar l a  e s p e c if ic id a d  de l a  m olécula de a n tic u e rp o . El r e s to  de l a  re  

g ion v a r ia b le ,  re g io n  arm azén, d e fin e  lo s  d i s t i n to s  subgrupos de l a  cadena 

pesada.

Los puen tes d is u lfu ro  e n tre  l a s  cadenas pesadas se  suelen  s i t u a r  

en un segmente de unos 20 am inoacidos que se e z tie n d e  e n tre  C^l y 0^2. E sta

seoc ién  se  conoce como re g ié n  gozne y no m uestra homologia con ninguna o tr a

re g ié n  de l a  cadena pesada  o l i g e r a .  Se c a r a c tè r iz a  por un elevado c o n te n i-  

do en p ro l in a .

1 .2 .4 . -  O tras subunidades . -

Cuando la s  inm unoglobulinas se  p resen tan  como polim eros de l a  u n i-  

dad fundam ental v i s t a  (dim eros o po lim eros de mayor tamafio de inm unoglobuli 

na A, pentam eros de inmunogl obul in a  M) a p a r té  del co rresp o n d ien te  numéro de 

cadenas pesadas y l i g e r a s ,  se p re s e n ts  una cadena p o lo p e p tld ic a  a d ic io n a li  

l a  cadena J  (PM ^13000 L a ito n ) que es n e c e s a r ia  p ara  l a  form aciôn de e s ta s  

inm unoglobulinas p o lim é rio a s  ( f ig u ra  n* 2 ).

El components s e c r e to r  (PM—72000 L a ito n ) es o t r a  cadena p o lipeg  

t i d ic a  a d ic io n a l que se  encuen tra  a so c iad a  s  lo s  polIm eros 4e IgA e IgM 

cuandose p re se n ta n  en l a s  sec rec io n es  e x te rn e s .



10

1 .3 . -  ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA INMUNOGLOBULINA G . -

1 . 3 . 1 . -  Mod e l0 g en e ra l . -

Los e s tu d lo s  de d lf ra c c iô n  de Rayos X han mostrado que la s  d i s t i n  

ta s  subunidades de homologia de l a s  inm unoglobulinas com parten un modelo co 

mun de p legam iento p o lip e p tid io o  ( 3 ,4 ) .  Cada dominio de homologia de l a s  re  

g ion es c o n s ta n te s  e s ta  c o n s t i tu id o  por dos h o ja s  de e s tru c tu ra y B , uns con 

cu a tro  cadenas p o l ip e p tid ic a s  s n t ip a r a l e la s  y l a  o t r a  con t r e s .  Los domini­

os de l a s  reg io n es  v a r ia b le s  p resen tan  e l  mismo modelo b a s ic o , aunque exh i­

ben un segmente a d ic io n a l de cadena p o lip e p tid ic a  en forma de s m  ( f ig u ra

n» 4 ) .

Las dos h o ja s  con tienen  a lre d e d o r del 30 de lo s  re s id u o s  p ré ­

se n te s  en cada reg iô n  de hom ologia. R estos p o la re s  y a p o la re s  se  van a l t e r -  

nando, especia lm en te  en la s  zonas que no e s ta n  im plicadas en in te ra c c io n e s  

con o tro s  dom inios. T reonina y s e r in a  son lo s  am inoacidos que con mas f r e -  

cuenc ia  se  encuentrem expuestos a l  d is o lv e n te  en l a  s u p e r f ic ie  de l a s  reg io  

nés v a r ia b le s .  Eh e l  caso  de l a s  reg io n es  c o n s ta n te s  se  observa una mayor 

v a r ia b i l id a d  en cuanto  a  lo s  am inoacidos que se  exponen a  l a  s u p e r f ic ie  (3 ) 

Las dos h o ja s p ,  que se  encuen trsn  en una d isp o s ic iô n  c a s i  p a r a ie la ,  aco— 

p lan  en su  i n t e r i o r  un nûcleo  c o n s t i tu id o  por l a s  cadenas l a t é r a l e s  de lo s  

r e s to s  h id ro fô b ic o s  y que inc luye  e l  puente d is u lfu ro  in t r a c a te n a r io  que 

une l a s  dos ho jas .'

E ste  modelo de p legam iento es a ltam en te  co n se rv a tiv e  en l a s  d if e -  

r e n te s  reg io n es  de homologia ( 6 ,7 ) ,  observândose que l a  m ayoria de l a s  d if e  

re n c ia s  e s t r u c tu r a le s  ocu rren  en lo s  segm entes que no p a r t ie ip a n  en l a  e s -
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1 I

F igura no 4 . -  Esquema d e l p legam iento de l a  cadena p o lip e p tld ic a  de lo s  do 

m inios de inm unoglobulina* El trazad o  con tinue  corresponde 

a l  plegam iento de l a s  reg io n es  c o n s ta n te s  y C^), El seg­

mente punteado re p ré se n ta  e l  p o lip e p tid o  a d ic io n a l de l a s  re  

g iones v a r ia b le s  y La numeracion corresponde a l a

reg io n  C de l a  cadena L (X).
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t r u c tu ra  . Los segm entos h ip e z v a r ia b le s  de l a s  reg ionea  v a r ia b le s  no f o r -  

man p a r te  de l a  e s t ru c tu r a p> y , a le ja d o s  en lo  que se  r e f i e r e  a  l a  e s t ru c tu  

r a  p r im a ria , se p resen tan  proximos en cuanto  a  su lo c a l iz a c iô n  e s p a c ia l y 

determ inan l a  conform acién del c e n tre  com binante con e l  an tfg en o .

1 . 3 . 2 . -  In te ra c c io n  e n tre  subunidades

Las m oléculas de inmunogl obul in a s  p re sen tan  un g ran  numéro de in  te  

ra cc io n es  no c o v a le n te s  que e s ta b i l iz a n  l a  d isp o s ic iô n  r e l a t i v a  de lo s  d is ­

t i n to s  dominios de hom ologia. l a s  in te ra c c io n e s  pueden d a rse  e n tre  dominios 

adyacen tes p e r te n e c ie n te s  a  l a  misma cadena ( in te ra c c io n e s  lo n g i tu d in a le s )  

o e n tre  dominios de d i s t i n t a s  cadenas ( in te ra c c io n e s  t r a n s v e r s a le s ) .

Los dominios de homologia de l a s  inm unoglobulinas se  enouentran 

a soc iados por p a res  (6 , 9 j a  tra v é s  de in te ra c c io n e s  t r a n s v e r s a le s .  Excep- 

tuando lo s  dominios 0^2, l a  a so c iac iô n  e n tre  dom inios e s  f u e r te  e inc luye  

un gran a re a  de c o n ta c te . Por e l  c o n tr a r io ,  l a s  in te ra o c io n e s  lo n g itu d in a ­

le s  im plican  un pequeRo numéro de re s id u o s  de c o n ta c te  y , en g e n e ra l , p o s i-  

blem ente pezm iten una c i e r t a  f l e x ib i l i d a d  e n tre  dom inios.

1 .3 .3 . -  S u sc e p tib i lid a d  de l a s  inm unoglobulinas a  l a  aco iôn  u r o t e o l i t i e a  . -

Le d if e re n te  s u s c e p tib i l id a d  de l a s  reg io n es  de l a  inm unoglobulina 

a  l a  acc iôn  p r o t e o l i t i c a  de d iv e rse s  enzimas (e s p e c ia l s u s c e p tib i l id a d  de 

l a  reg io n  gozne y , aunque en mener ex ten s io n , de lo s  segmentos p o l ip e p t ld i -  

008 que conectan  l e s  dominios de hom ologia), ha p erm itido  l a  ob tenclôn  de 

un gran  numéro de fragm entes de l a  inm unoglobulina com pléta , fragm entes que 

han jugado un papel muy im portan te  en l a  a s ig n ac iô n  de funciones e fe c to ra s
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a d i s t i n t a s  re g io n e s  de l a  m olécula.

El oonju n to  de ftagm entos ob ten id o s de l a  IgG p o r d ig e s tio n  enzimâ 

t i c a  f ig u ra n  en l a  ta b la  n * 2 .

1 .3 .4 . -  E s tru c tu ra  d e l Eab . -

Los e s tu d io s  i n i c ia l e s  re a l iz a d o s  con e l  Eab de l a  IgG New (igQ l 

hunana p roceden te  de un m iel orna j n o s tra ro n  que e l  1 ragmen to  Eab puede s e r  

d iv id id o  en dos dom inios e s t r u o tu r a le s ,  V y  C, de unas dim ensiones aproxima 

das de 40*50*40 i  oada uno. Cada dominio e s t r u c tu r a l  co n tien e  dos dominios 

de hom ologla (Vg y  en un caso  y  Cgi y C^ en e l  o t r o )  que p resen tan  un 

e je  de a im e tr ia  b in a r io .  Las reg io n es  V y C d e l Fàb New no son c o lin e a le s  y 

sua pseudoejes de aime t r i a  b in a r io a  formem un angulo de 1)7*.

La cadena L ea maa ex ten d id a  que l a  H y como consecuencia  de e s to  

e l  angulo  fom ado  p o r lo a  doa e je s  p r in c ip a le s  de l a s  reg io n es y es 

apzroximadamente de unos 110^, m ien traa  que e n tre  Vg y Cg es de unos 60°.

Los segm entes h ip e rv a r ia b le s  de l a s  cadenas H y L se  p resen tan  pr6 

ximos en e l  e sp a c io , rodeando una pequeBa cav idad  que se  ha d e fin id o  como 

e l  a i t i o  com binante d e l fragm ente Pab ( f ig u r a  n * 5 J  (2 2 ).

1 .5 * 5 .-  E a tru c tu ra  d e l Pc

La d ia p o s ic i6 n  de lo s  dominios g lo b u la re s  de l fragm ente Pc de l a  

IgG humana l e  c o n f ie re  a  e s te  una forma p e c u l ia r ,  con lo s  dominios Cg) f o r -  

mando un co n jun to  c e n tr a l  g lo b u la r  d e l que aa le n  o t r a s  dos reg io n es g lo b o la  

r e s  que son lo s  dom inios Cg2 ( f ig u ra  n= 6 ) , La e s t ru c tu r a  del Cg2 y Cg) es 

l a  ya d e s c r i ta  p a ra  e l  con jun to  de lo s  dominios* Cg2 y Cg) e s ta n  conectados
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FRAGKENTO

LOMNIOS QBE LO 

CONSTITÜYEN ENZIMA REfERENCIA

Pab Papaina (10)

F la b 'jg (Tl'C L '?H 'C H lJ2
Pepsina (11)

Pd Papalna (12)

P epsina (13)

T r ip s in a (14)

Papalna (15)

Papalna (16)

?L*VH Pepsina (17)

Fb C L 'V S u b t i l i s in a (18)

Pacb Plasm ina (19)

Pî (C g2,0g))2 Papalna (10)

V T r ip s in a (20)

p P c ' V P epsina  ‘ (21)

T abla n= 2 . -  F ragnentos producldoe por l a  aocl&n p r o t e o l l t i c a  de d i s t i n ta s  

enzimas sobre l a  m olécula de IgG.
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SCR 26 oirvc
OlY 29

HIS 31

Figura n» Esquema de algunos de los residues aminoacidos del sitio 

combinante de la IgG New.
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por un segmente de cadena p o lip e p tld lo a  que va desde l a  Ser 357 has t a  l a  

Gin 342. E ste  segmente e s t a  expuesto  a l  d lso lv e n te  y de aq u i su e lev ad a  sus 

c e p t lb i l id a d  a l  a taq u e  p r o t e o l l t i o o .

Los dom inios 0^3 in te ra e o io n a n  fuertem en te  e n tre  s£ a l  c o n tr a r io  

de l e  que c o u rre  con lo s  dom inios 0^2 que no m uestran in te ra c c ié n  e n tr e  s i .  

El extrem e am ino-te rm in a l, incluyendo l a  secnencia  -C ys-P ro-P ro-C ys- p arece  

s e r  a ltam en te  desordenado ya que no se  puede t r a a a r  en e l  mapa de densidad  

e le c t r â n ic a .  EL segmente que s ig u e  en e s ta  reg iô n  am ino -term inal, has  t a  pro 

l i n a  238, parece  e s t a r  en e s tre c h o  c o n ta c te  con p a r te  d e l ca rb o h id ra to  que 

se  en cu en tra  unido a  l a  Asn 297. E sta  seouencia  y l a  cadena del carbohidra*- 

to  se  lo c a l iz a n  e n tr e  lo s  dom inios 0^2 (23 ).

1 . 3. 6 . -  E s tru c tu ra  de l a  IgG . -

E n tre  l a s  inm unoglobulinas de l a s  que se  tie n e n  d a te s  de d i f r a c — 

c iô n  de Kayos X cabe r e s a l t a r  l e s  ob ten idos con l a  IgG Kol (IgGl humana pro 

ced en ts  de un m ielom a), e spec ia lm en te  po r l a  presM icia  en e s ta  m olécula de 

una re g ié n  gozne norm al, a  d i f e te n c ia  de o t r a s  IgG som etidas a  e s tu d io  (24; 

2 5 ).

EL a n a l i s i s  e s t r u c tu r a l  de l a  IgG Kbl ré v é la  que ne es p o s ib le  

a s ig n a r  a  l a  reg io n  Pc un mapa de densidad e le c tz é n ic a . La rég ion  fb  a p a re -  

ce  como desordenada en e l  c r i s t a l ,  probablem ente debido a  l a  p re sen c ia  de 

una reg io n  gozne f l e x ib l e  que e s  capaz de desplazam iento in c lu so  en l a  ma- 

11a c r i s t a l i n a  ( 23 , 2 6 ) .

Los e s tu d io s  re a l iz a d o s  con o tr a s  inmunogl obul in as  que p resen tan  

d e lec c io n es  en l a  reg iô n  gozne han perm itido  ob tener un modelo tr id im e n s io -
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n a l de l a  m olécula com pléta , como ea e l  caao de l a  IgG Lob (igG l humana pro 

ceden te  de un mieloma que p ré s e n ta  una d e le c c ié n  de 13 re s id u e s  en l a  r e — 

g ién  gozne; cuya re p re se n ta c ié n  ap a reee  en l a  f ig u ra  n* 6 (2 4 ) . La e s t ru c tu  

r a  tr id im e n s io n a l de l a s  d i s t i n t a s  reg io n es  es l a  misma que l a  que se  ha 

T is to  p a ra  lo s  fragm entes Pab y  P : p o r separado .
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F igu ra  n* 6 . -  Esquema de l a  e s t ru c tu r a  tr id im en s io n a l de l a  IgG Lob. Una 

de l a s  cadenas H t ie n s  sus e s f e ra s  en tono g r i s .  Las u n id a -  

des de ca rb o h id ra to  se re p re se n ta n  por l a s  e s f e ra s  de mayor 

tamaho en negro .
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1 .4 . -  FL m B IL IM L  DE Là IMMUNOGLOBULIHi G . -

Los e s tu d io s  r e a l iz a d o s  con l a  IgG de conejo  denuestran  l a  e z is te n  

c i a  de f l e x ib i l i d a d  en l a  m olécula. Ybguerabide y  c o l .  (27) m ostraron que 

l a  reg ién  Pab puede aoverse  con re sp e c to  a l  P :. La f l e x ib i l id a d  de l a  r e — 

g ién  gozne p e rm its  a  la s  reg io n es  Pab, re la tiv am en te  com pactas, moverse una 

con re sp e c to  a  l a  o t r a .  El angulo e n tre  lo s  b razo s fkb puede v a r ia r  e n tre  0 

y  180# (2 8 ) .

La re d u e c ié n  de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te rcad en a  pesada de l a  IgG 

in t e r f i e r e  con s u  capacidad  de a c tiv a c ié n  d e l compleawnto (2 9 ,) 0 ; ,  c ap ac i— 

dad de a g lu t in a c ié n  ( 31 ) y con au union a  re c e p to re s  c é lu la r e s  (3 2 ,3 3 ) . No 

o b s ta n te , lo s  e s tu d io s  e s t ru c tu r a le s  re a l iz a d o s  con l a  m olécula de a n t ic u e r  

po no a c la ra n  su f ic ie n te m e n te  lo s  e fe c to s  de t a l  r o tu ra  en l a  m olécula. Es­

tu d io s  h idrodinam dcos han s id e  incapaces de d e te c ta r  cambios conform aciona- 

l e s  im portan tes t r a s  l a  dsduccién  (3 4 ,3 5 ,3 6 ) . Sin embargo, medidas de depo- 

la r iz a c ié n  de f ln o re s c e n c ia  in d ican  que e l  puente d isu lfU ro  juega un pape l 

im portan te  en l a  r e s t r i c o ié n  de l a  f l e x ib i l id a d  de l a  m olécula de a n t ic u e r -  

po (37 ).

Como ya se  ha v i s to  a l  t r a t a r  lo s  e s tu d io s  de d if ra c c iô n  de Rayos 

X, no e x is te  c o n ta c te  e n tre  lo s  dominios C^2, que se  m antienen separados 

por e l  r e s to  de c a rb o h id ra to . Los e s tu d io s  de in tercam bio  iso tô p ic o  de Ven- 

yamicow y c o l .  (3 8 ) su g ie ren  que l a  rég io n  0^2 es una e s t ru c tu r a  r e l a t i v e — 

mente a b ie r ta  que su f re  una d e s e s ta b il iz a c iô n  t r a s  l a  reduec ién  del puente 

d is u lfu ro .

Los e s tu d io s  re a l iz a d o s  con inmunocomplejos s i  m uestran cambios im
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p o rta n te s  en l a  m olécula de an ticu e rp o  t r a s  l a  reduec ién  de lo s  p u en tes  d i­

su lfu ro  in te rc a d e n a  pesada . T ras l a  red u ec ién , lo s  dominios 0^2 se  separan  

con lo  cu a l lo s  b razos de l a  m olécula de a n tic u e rp o  se  increm entan en 23 A 

( f ig u ra  n# 7 ) ,  como co rre sp o n d e rla  a  l a  form acion de un nuevo gozne en l a  

zona de in te ra c c ié n  Cg2-Cg3 (3 6 ) , ya que lo s  dominios 0^3 se  m antienen fu e r  

tem ente a soc iados po r in te ra c c io n e s  no c o v a le n te s .

Los e sp e c tro s  de R esonancia M agnética N uclear lle v a d o s  a  cabo con 

lo s  f ragmento s  Pc y pP e 'de  conejo  aparecen  especia lm en te  b ie n  re s u e l to s  en 

com paracién con lo s  e sp e c tro s  de o t r a s  m olécules de s im i la r  tamaBo (3 9 ) . Es 

to  se ha in te rp re ta d o  como p o s ib le  prueba de una im portan te  f l e x ib i l i d a d  

segm entai en l a  m olécula de a n tic u e rp o . La ro tu ra  d e l puente  d is u lfu ro  in ­

te rcad en a  pesada d e l Po no t ie n e  p rac ticam en te  e fe c tc  en e l  e sp e c tro  de Re­

sonancia  M agnética N uclear y , por ta n to , apoya l a  au sen c ia  de cambios con­

formée io n a le s  im portan tes  en l a  m olécula t r a s  l a  ro tu ra  de e s te  e n la c e .
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1 .5 . -  CAMBIOS CONFORHACIONALBS COKO CONSECUENCIA BE LA UNION BEL ANTIGENO.-

Ya que l a  uniôn d e l an tlg en o  a l  an ticu e rp o  ee c o rre la o io n a  con l a  

in lo ia o io n  de una e e r ie  de func iones e f e c to ra s .  t a l e s  cono l a  a o tlv a o i6 n  

de l complemento o a o tiv id a d  opeonizante» se  ha postu lado  qus un caob io  oon- 

fo ra a o io n a l en l a  m olécula de a n tic u e rp o , t r a s  l a  union d e l a n tlg e n o , puede 

ju g a r  un papel c e n t r a l .  Se han re a l lz a d o  un gran  numéro de In te n te s  a  f i n  

de d e te c ta r  e s te s  p o s lb le s  cambios confo rm ao locales, pero  lo s  r e s u l ta d o s  

son c o n tr a d ic to r ie s  h a s t a  e l  memento.

Ac tu a i  mente se  In te n ta  apoyar l a  t e o r la  de que un camblo conforma^ 

o lo n a l co u rre  t r a s  l a  un lén  d e l an tig èn e  a l  a n tic u e rp o , no o b s ta n te ,  e s te  

camblo parece  s e r  pequefio y se  m a n lf le s ta  fundam entalmente oomo un ca sb lo  

en l a  e s t ru c tu r a  o u a te m a r la .

Basândoss en lo s  d a te s  ob ten idos has t a  e l  momento, se  han I n te n ta -  

do e x tr a p o la r  c 1 e r t a s  co n o lu s lo n es . fii p rim er lu g a r ,  p a ra  l a  d e te c c lé n  de 

cambios conform aolocales parece  n e o esa rlo  que l a  zona de In te ra c c ié n  e n tr e  

e l  an tig è n e  y e l  an tic u e rp o  tenga a l  mènes un c le r to  tamaBo (4 0 , 4 1 ) .  Es s e -  

gundo lu g a r ,  lo s  cambios conform aolocales d e tec tad o s  se  observan como una 

c o n traco lén  de volumen d e l a n tic u e rp o , pero  no oomo un camblo en l a  forma 

b w lc a  (4 2 , 4 3 ) y  con cambios re la tiv a m e n te  pequefios en e l  en to m e  de uno o 

mas r e s te s  de t l r o s l n a  y t r lp té f a n o  (4 4 ,4 5 ) . Medidas de R esonancia de Espin 

E L ectrén lco  tam blen su g ie ren  una r lg id e z  mas elevada d e l an tic u e rp o  (4 6 ). Eh 

algunos cases  lo s  cambios pueden s e r  aslgnados a  l a  re g ié n  Ehb o Ite (44 ,45). 

La In te g r ld a d  d e l puen te  d is u lfu ro  In te rcad en a  pesada p arace  s e r  n e c e s a r la  

p a ra  que e s te s  cambios conform aolocales se  d e teo ten  a  n lv e l  de fb (4 5 ) . f l -  

nalm en te, lo s  cambios de volumen observados por D lsp e rs lén  de Rayos X de ba



23

Jo angulo tam blen re q u le re n  l a  p reaeno la  d e l Pc, no observandose cambloa en 

e l  caso  d e l Pab o F (ab ')g (4 3 )#

V arloe mecanlsmoe n o le c u la re s  se  pueden suponer a  l a  ho ra  de dar 

cu en ta  de e s to s  r e s u l ta d o s .  ESL meoanlsmo més sim p le , c o n s ls te n te  con e s to s  

da to s ,  p o s tu la  que l a  un lén  d e l an tigeno  causa un pequefio camblo en l a  

o r le n ta c lé n  e sp a c la l de lo s  dominios V^-Vg y C^-Cgl. La tran sm is ién  puede. 

o c u r r l r  a  tr a v e s  de lo s  p ëp tld o s  de conexlôn y /o  lo s  segmentos de c o n ta c te  

e n tr e  7 Y Y C gi. E x is te  realm ente c o n tac te  e n tre  e s ta s  reg io n es  y 

en e l  caso  de l a s  c a d e n a s /( ' de co n e jo , y se  encuentran  un ldas po r un 

puen te  d is u lfu r o  (4 7 ).

Los cambios en l a  o r le n ta c lo n  e sp a c la l pueden l l e v a r  a :  a,) cambios 

en l a  e s t r u c tu r a  c u a te m a r la  d e l Pab (48) y b ) pequefios cambios en e l  e n te r  

no de uno o mas re s id u e s  de t l r o s l n a  en e l  (49) y uno o mas re s id u e s  de 

t r lp to fa n o  de lo c a lIz a c lé n  desconoclda (4 5 ,4 9 ) .

La m ayorla de lo s  cambios en e l  en tom o  de la s  cadenas l a t é r a l e s  

de lo s  re s id u e s  arom atlcos fueron  observados en lo s  f  ragmento s  Pab a ls la d o s  

145). Por o tro  la d o , lo s  cambios de e s t ru c tu r a  c u a te m a r la  se  han documenta 

do unIcam ente en e l  caso  de a n tlc u e rp o s  com pletes, no habléhdose encontrado 

en e l  fkb o p (a b ')g  (43) a  p e sa r  de c le r to s  d a to s su g es tlv o s  de Resonancia 

de E spln  E le c tfo n lc o  ( 4 6 % Puesto  que l a  cadena pesada en l a  rég io n  gozne es 

p a rc ia lm en te  f l e x ib l e ,  l a  mayor r lg id e z  puede p roduoIrse  m edlante l a  forma­

c io n  de c o n ta c te s  e n tre  Pab y Pc. E ste  c o n tac te  p o d rla  entonces t r a n s m l t l r  

un camblo conform acional a l  dominio Cg2. Un camblo en e l  en tom o de uno o 

mas re s id u o s  de t r lp té f a n o  en l a  re g ié n  Pc ha s id o  comunlcado por S ch less— 

ing  (45 ).
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1 .6 . -  BASES ESTRUCTURALES DE LAS PROPIEDAIES BIOLOGICAS DE LAS INKUNOGLOBU- 

LINAS . -

l a s  Inm unoglobullnas' son m oléculas p o lif im c io n a le s . La m olécula de 

a n ticu e rp o  no so lo  va a  u n ir  su co rre sp o n d ien te  an tfg en o , s i  no que va a  

s e r  capaz de m edlar o tro  con jun to  de funciones que se  conooen genérlcam ente 

con e l nombre de "R m clones E fe c to ra s" . E s ta s  func iones son mediadas po r l a

re g ié n  c o n s tan te  de l a s  cadenas de l a  Inm unoglobulIna, especia lm en te  p o r l a

re g ié n  Pc de l a  m olécu la .

Las funciones e f e c to ra s ,  a lgunas de l a s  c u a le s  se  muestrcm en 

l a  ta b la  n* ) ,  juegan dos t lp o s  de papeles fondam entalest

a )  Independlentem ente de l a  un lén  de l an tlg e n o , l a  func lén  e fe o to -  

r a  puede p o s l b l l l t a r  l a  p re se n c ia  del an ticu e rp o  en una lo c a l lz a c lé n  d e te r -  

minada donde se p ro d u cIra  l a  In te ra c c ié n  con e l  p o s ib le  antIgenO . Por ta n to  

p a ra  l a  m an lfes tac lén  de e s ta s  prop ledades no es  n e o e sa r la  l a  p re sen c ia  del 

a n tlg en o .

b ) T ras l a  un lén  d e l cm tfgeno, se expresan  una s e r le  de funciones

que ten d ras  como re s u lta d o  l a  e llm ln ac lén  de dloho an tlg en o .

1 .6 .1 . -  S l t lo s  e fe c to re s  de l a s  Inm unoglobullnas . -

Desde que en 1959 P o r te r  (10) demostré que l a  m olécula de Inmuno— 

g lo b u lln a  podla s e r  e sc in d ld a  con papalna en dos fragroentos fu n e Io n a lmen te  

a c t iv e s ,  han s id o  muchos lo s  In te n to s  encamlnados a  I d e n t l f l c a r  f ragmento s  

de menor tamaho que exhlban unas u o tr a s  de l a s  funciones e fe c to ra s  que ex­

p re s s  e l  con jun to  de l a  m olécula.

Edelman, en 197O (5 0 ), p o s tu lé  l a  " h lp é te s ls  de lo s  dom inios", teo



25

FUNCIONES EFECTORAS 

DE

INMUNOGLOBULINAS

ANTIGENO

IND2PENDIENTES

ANTIGENO

DEPENDIENTES

UNION A MACROGRAPOS ï  MONOCITOS

UNION A MASTOCITOS Y BASOHLOS

UlhoN A NEUTROFILOS

UNION A LINFOCITOS

PASO A TRAVES DE LA PLACENTA

UNION A LA FROTEINA A DEL S. AUREUS

ACTIVACION DEL 

COMPLEMENTO

ACTIVIDAD

OPSONIZANTE

VIA CLASICA 

VIA ALTERNATIVA

NEUTROFILOS

MONOCITOS

T abla n* Funciones e fe c to ra s  de inmunogl obul in a s .



26

r l a  que supone que cada func lén  de l a s  que exhibe e l  con jun to  de l a  moléou- 

l a  de an tic u e rp o  puede s e r  mas p recisam en te lo c a l iz a d a  en d iv e rse s  fragmen­

t e s ,  cada uno de lo s  cu a l es coaq>rende una de l a s  reg io n es  de homologla c a -  

r a c t e r l s t i c a s  de l a s  inm unoglobulinas.

De acuerdo con e s ta  h ip é t e s i s ,  lo s  s i t i o s  a c t iv e s  de cada p ro p ie — 

dad b io lo g ic a  que exhibe e l  fragm ente Pc deben r e s i d i r  b ie n  en e l  dominio 

Cg2, o b ie n  en e l  dominio Cg). l a  zona co n ec tan te  no debe c o n tr ib u i r  a  n in -  

guna fu n c ié n , a  no s e r  que sea  n e c e s a r ia  p ara  l a  es ta b i l i z a c  ion  de lo s  do­

m in ios.

Aunque e s ta  h ip é te s i s  ha s id o  amqpllamente co rroborada  en e l  oaso 

de l a  uniôn a l  an tlgeno  y a c t iv a c ié n  d e l oomplemento p o r l a  v ia  c la s ic a ,  no 

o cu rre  lo  mismo con o tr a s  fu n c io n es , como es e l  caso de l a  in te ra c c ié n  oon 

re c e p to re s  c e lu la r e s ,  en que lo s  experim entos re a l iz a d o s  h a s t a  e l  momento 

son b a s ta n te  c o n tr a d ic to r ie s .  A s l, en g e n e ra l , fragm entos conten iendo  e l 

Cg2 o e l  Cg) de l a  IgG por s i  so lo s  se  mostrado incapaces de m ediar l a  

in te ra c c ié n  con lo s  c o rre sp o n d ien te s  re c e p to re s  c é lu la r e s .  E ste  l l e v é  a  a l ­

gunos au to r e s  a  p o s tu le r  que l a s  e s tiru c tu ra s  re sp o n sab les  de e s ta s  funcio— 

nés a b a rc a r la n  émbos dom inios, n ece s itàn d o se  por ta n to  émbos p a ra  mediar d i  

cha fu n c ién  ( ) l ) .  No o b s ta n te , lo s  d a to s e s t ru c tu r a le s  in d ic a n  que e x is te  

in te ra c c ié n  e n tre  lo s  dominios Cg2 y Cg) (52) lo  cua l p o s i b i l i t a  e l  que se 

produzcan cambios conform acionales a l  se p a ra r  ambos dom inios. Por ÿ an to , l a  

inoapac idad  m ostrada por un determ inado f ragmento p ara  m ediar c i e r t a s  fun— 

c io n es  puede no s e r  r e p r e s e n ta t iv e  de l a  s i tu a c ié n  en l a  m olécula com pléta, 

ya que cambios conform acionales que hayan a fec tad o  a l  s i t i o  e fe c to r  pueden 

s e r  l a  a u té n t ic a  razon  de e s ta  inoapac idad .
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1 . 7 . -  ACTIVACION DEL COMPLEMENTO

1 . 7 . 1 . “  V ia C la a le a  . “

El p rim er componente del complemento cona ta  de t r e e  subcomponentes 

C lq, C lr y  C ia . Clq ee capaz de u n iree  a  com plejos a n tig e n o -a n tic u e rp o  e in  

munogl obul in a  ag regada por c a lo r  o m ediante r e a c t iv o s  quîmicoaÿ Clq se  une 

tam bien a  inmunogl obul in a  no agregada aunque con mue ha menos a f in id a d  ( 33 )«

Como consecuencia  de e s ta  union se  produce una a l t e r a c ié n  en e l  Clq con lo

que C lr y  C ls se  unen més fuertem en te  co n v ir tien d o se  Cls en C ls ac tiv ad o  

que t ie n e  a c t iv id a d  p e p tid a sa , lo  cu a l desencadena l a  a c tiv a c ié n  de lo s  r e s  

ta n te s  componentes d e l complemento. Como consecuencia  de e s ta  a c tiv a c ié n  se 

produces d i s t i n to s  fragm entos p o lip e p tld ic o s  con a e tiv id a d  h io lé g ic a  ( a n a f i  

l a to x in a s ,  f a c to r e s  q u im io ta c tic o e , e t c . )  y e l  oomplejo l l t i c o  f in a l  c a ra c -  

t e r i s t i c o  ( f ig u ra  n* 8 ) ( 5 4 ) .

Clq e s  una g l ic o p ro te in a  con un peso m olecu lar de 4OOOOO D a lto n .Es 

t a  c o n s t i tu id o  p o r dos t ip o s  de subunidades de tamaho s im i la r  que dan lu g ar, 

t r a s  l a  red u ec ién  de puen tes d is u lfu ro  y re s o lu e ié n  en g e le s  de p o l i a c r i l a -

mida en p re s e n c ia  de SDS, a  t r è s  t ip o s  de g l ic o p ro te in a s :  I ,  I I  y I I I  (55,

56).

M ediante m icroscopla  e le c tr é n ic a  se ha observado que Clq t ie n e  una 

forma que recu e rd a  a  un r a m il le te  de s e i s  tu l ip a n e s  en e l que la s  zonas que 

co rre sp o n d e rlan  a  lo s  t a l l o s  tie n e n  una e s t ru c tu r a  s im i la r  a l  colageno ( f i ­

gu ra  9) (5 7 ,5 8 ) . La in te ra c c ié n  de Clq con IgG o cu rre  por la s  p a r te s  globu­

la r e s  (5 9 ) . La d ig e s tio n  pepsIn ic a  destru y e  la s  cabezas dejando lo s  t a l l o s  

que son capaces de in te ra c c io n a r  con C lr y C ls y que dan un e sp ec tro  de d i -  

croism o t l p ic o  de e s t ru c tu r a s  co lagenosas (6 0 ,6I ) .  La in te ra c c ié n  de Clq



28

g#

0

QX>

/

1

il
lo

o

rs/ 
O  O

S

/

o /I/

g
/

Oo o

8
o

II
UJo

îI
>  <

§
/

Î8
5

/i

00 en o o

/]
gO

8
= o

I
«

1



29

F igura n« 9 . -  Esquema de l a  m olécula de Clq.
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con Igü agregada ocu rre  con una co n stan te  de a so c lac lô n  del orden de 10^ 

( 62).

Ya que l a  in te ra c c ié n  de ü lr -C ls  con Clq e s  mas fu e r te  cuando é e te  

se encuen tra  previam ente unido a  IgG agregada (63) se  ha postu lad o  l a  e z i s -  

te n c ia  de un cambio conform acional en l a  reg ip n  co lag en ica  cuando l a s  re g lo  

nes g lo b u la re s  se unen a  e s t ru c tu r a s  de l Fc (6 4 ,6 5 ) . La p o s ib il id a d  de que 

o cu rra  e s te  cambio es b a s ta n te  f a c t ib l e  ten iendo  en cuen ta  que Clq puede 

te n e r  de 12 a  18 s i t i o s  de unién p a ra  IgG $66).

No todas l a s  inm unoglobullnas son capaoes de a c t i v a r  e l  cosq)lemen- 

to  por l a  v ia  c la s ic a ,  s in o  que e z is te n  r e s t r i c c io n e s  de c la s e  y su b c la se  

(67 ).

Las e s t ru c tu r a s  re sp o n sab les  de l a  union de Clq a  l a  inmunogl obul 1 

na se han d e fin id o  en e l  C^2 en e l  caso de l a  IgG (68) y en e l  C^4 en  e l  ca

80 de l a  IgM (69 ).

El Cg2 de l a  IgG se m uestra tan  e f io ie n te ,  en base m olar, oomo e l  '

Fc en su capacidad  de a c tiv a c ié n  del complemento por l a  v ia  c lâ s io a  (7 0 ) . A

p e sa r  de no haberse  d e tec tad o  cambios conform acionales im p o rtan te s , l a  re ­

duce ién  de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te rc a te n a r io s  de l a  m olécula de IgG é l i ­

mina su capacidad  de a c t iv e r  e l  complemento por e s ta  v ia  (3 0 ). Capacidad 

que tambien se ve e lim inada t r a s  l a  m odificac ién  quim ica de lo s  r e s to s  de 

tr ip to fa n o  de l a  m olécula o de su fragm ente Fc (7 1 ,7 2 ).

E stos d a to s , ju n to  con lo s  c r i s ta lo g r a f ic o s  (9 ) y de seouenc ia  po- 

l ip e p t ld ic a  (7 3 )  de l a  reg ién  C^2 de l a  IgGl humana apoyan l a  p o s i b i l i — 

dad de que e l re s id u e  de Trp de l a  p o s ic ién  277 e s té  en e l  s i t i o  im plicado 

en l a  in te ra c c ié n  con Clq o .muy préximo a  é l .  Por o tro  la d o , dado que l a  

m icrogl obul in a  reduc id a  es tan  e f ic ie n te  como l a  n a tiv a  p a ra  mediar
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l a  a c tiv a c ié n  del complemento, y dado que l a ^ S ^  p ie rd e  c a s i  to ta lm en te  

l a  e s t ru c tu r a  t l p ic a  de h o ja ^ 3  p a ra  p a sa r  a  cadena e s t a d i s t i c a  (7 4 ), se 

p ien sa  que se a  una secuenc ia  l i n e a l ,  mas que un nûcleo  conform acional, e l  

resp o n sab le  de e s ta  a c tiv a c ié n .

base  a  e s to , se han re a l iz a d o  una s e r ie  de pruebas con p ép tid o s  

s i n té t i c o s  (^ue poseen secuenoias s im ila re s  a  l a  IgGl a lre d e d o r del Trp 277* 

E stos p é p tid o s , que son capaces de a c t iv e r  e l complemento, m uestran l a  im- 

p o rta n o ia  d e l r e s to  de T rp , ya que se  observa una Im portan te  perd id a  de a c -  

t iv id a d  s i  se  é lim in a  de l a  secu en c ia , eus! como l a  de un r e s to  de Lys y 

o tro  de Asp (7 5 ) . La im portancia  de lo s  r e s to s  de U s in a  y de lo s  grupos 

ac id o s  en l a  a c tiv a c ié n  d e l complemento por l a  v ia  c la s ic a  ha s id o  puesto  

de m a n ifie s to  por o tro s  a u to re s  (7 6 ,7 7 ) .

1 . 7 . 2 . -  Via A lte m a tiv a

La v ia  a l t e m a t iv a  d l f i e r e  de l a  c la s ic a  en cuanto  a lo s  componen­

te s  i n i c i a l e s  capaces de m ediar l a  in te ra c c ié n  con lo s  a c tiv a d o re s  ( f ig u ra  

n* 1 0 ). Los componentes son comunes a  p a r t i r  de C) y , por ta n to ,  ambas v la s  

van a  p ro d u c ir  lo s  mismos e fe c to s  f in a le s  ( f ig u ra  no 8 ) .

La v ia  a l t e m a t iv a ,  f  i l  ogend ticam en te  mas a n tig u a  que l a  c la s ic a ,  

t ie n e  como p o s ib le  s u s tr a to  a c tiv a d o r  a lgunas c la s e s  de inm unoglobulinas , 

aunque tam bien puede s e r  a c tiv a d a  por o tr a s  muchas su s ta n c ia s  de d if e re n te  

e s tm c tu r a .  E h tre  lo s  a c tiv a d o re s  se  encuentran  polian iom es de a l t o  peso mo 

le c u l a r  (7 8 ) , p o lis a c a r id o s  (7 9 ) , e r i t r o c i to s  de conejo  (80) y estrom a de 

e r i t r o c i t o s  humanos (8 1 ) . La a c tiv a c ié n  con lo s  d i s t i n to s  elem entos puede 

in h ib ir s e  m ediante p o lian io n es  de bajo  peso m olecu lar (82 ).

Los experim entos mas r e c ie n te s  (83 ,84) m uestran que lo s  d is t i n to s
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F igu ra  n» 1 0 .-  Esquema de l a  a c tiv a c ié n  del complemento por l a  v ia  a l te rn a  

t i v a .
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a o tiv a d o re s ,  maa que a o t l v a r  un f a c to r  I n l c l a l  que deaencadene l a  caacada 

de re a c c lo n e a , lo  que probablem ente hacen ea a l t e r a r  la a  eo nd ic lonea  de r e -  

g u la c lé n  a  que e a ta n  aom etidoa lo a  componentea i n l c l a l  ea de l a  v ia  a l t e m a ­

t i v a ,  eap ec ia lm en te  e l  C3b, produo to  de deg rad ac ién  d e l C ).

fil e l  auero  e z la te  una d ég radasion  c o n tin u a , de b a jo  n iv e l ,  de C ), 

p roduciendoae como conaecuencia  de e l l o  03b. Â é a te  ae pueden u n i r  e l  fa c ­

to r  B, e l  D y  en au caao l a  P ro p erd in a  ( p ) ,  con lo  c u a l ae  g en era  una 03- 

co n v e rta a a  que a l  a c tu a r  aobre 03 g en e ra  nuevaa m olecu laa de 03b. EL fe n é -  

meno a e r l a  a a l  am p lifio ad o  llev an d o  a  l a  m e tab o liz ac ién  de todo e l  03b ac— 

c e a ib le  en e l  au e ro , a i  no fueae  p o r l a  p re a e n c ia  de p ro te in a a  re g u la d o ra a , 

en e s te  caao 03b In a o tiv a d o r  y au m o d u la d o r^ f i ,  que in a c t iv a n  e l  C3b y , 

p o r ta n t o ,  au capac idad  de form ar l a  03 C onvertaaa i n i c i a l .

La c a ra c  t e r l a  t i c a  que pareoen  te n e r  en comûn l a  la r g a  l i a t a  de a c -  

t iv a d o re a  d e a c r i to a  ea l a  capac idad  p a ra  a l t e r a r  e a te  eaquema re g u la d o r . S i 

e l  03b, que ae e a ta ' generando en e l  auero  a  b a jo  n iv e l ,  ae d e p o a ita  en una 

a u p e r f io ie  d e te rm inada , pueden o c u r r i r ,  en p r in c ip io ,  doa ooaaai

a )  ^ e  l a  a u p e r f io ie  no aea  a c tiv a d o ra . EL 03b va a  a e r  fiLcilm ente 

in a c t iv a d o  p o r l a  a c c ié n  de 03b In a o tiv a d o r  y  ̂ I f i  y , p o r ta n  to  no ae p rodu - 

c i r a  una 03 O onvertaaa e f io ie n t e .

b )  Que l a  a u p e r f io ie  aea  a c tiv a d o ra . En e a te  caao l a  acc io n  de Ü3b 

In a o tiv a d o r  y )3lH sobre  03b se  ve im pedida, no a fec td h d o se  l a  union de lo a  

f a c to re a  B, D y P que daran  lu g a r  a  l a  03 O onvertaaa y , p o r ta n to ,  a  nuevaa 

m olecu laa de 03b que a l  v o lv e rae  a  u n i r  a  l a  a u p e r f ic ie  darah  nuevaa 03 con 

v e r ta a a a  o 05 co n v ertaaas  s i  l a s  m oleculaa de C3b se  unen a  03 conv ertaaaa  

ya form adaa. A sl queda desencadenado e l  proceso  que l l e v a  a  l a  a c tiv a c ié n  

de lo s  r e s ta n te s  componentes d e l complemento ( f ig u r a  nO 1 0 ).
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For tan  to ,  l a  a c tiv a c ié n  del complemento por l a  v ia  a l t e m a t iv a  io  

p l i c a  l a  d ism inucién  de l a  v e lo c id ad  de in a c t iv a c ié n  d e l C^b aobre l a  super 

f i c i e  de lo s  a c tiv a d o re s  como consecuencia de l a  inoapac idad  de l a s  p r o te i ­

naa reg u lad o ra s  p a ra  m ediar su acc ién  e fic ie n te m e n te .

Algunas inm unoglobullnas son capaces de a c tu a r  como a c tiv a d o re s  

cuando e s ta n  formando inmunocomplejos, agregados po r c a lo r  o un idas a  su p er 

f i c i e s  c e lu la r e s  que previam ente no se comportaban como a c tiv a d o re s  (6 5 ,8 6 , 

8 7 ). Aunque c i e r t a s  inm unoglobulinas se han d e fin id o  claram en te  como a c t iv a  

dores (IgG de co n e jo , IgA ), en algunos casos l a  capacidad  de a c t iv e r  l a  v ia  

a l t e m a t iv a  no parece  s e r  una propiedad in tr In s e c a  de l a s  d i s t i n t a s  c la s s a  

de inm unoglobulinas, s in o . que puede depender d e l an tlg en o  a  que se  unan, 

en cuanto  que e s te  an tlg en o  p o s i b i l i t e  l a  d is p o s ic ié n  r e l a t i v a  ap ro p iad a% 

de l a s  m oléculas de inmunogl obul in a  y /o  l a  d is p o s ic ié n  en un un en tom o  de­

term inado que coopéré en e s ta  a c tiv a c ié n  (88).

fil e l  caso de l a  IgG de cone jo , que se  m uestra c laram en te  como ac­

t iv a n te  en d i s t i n to s  t ip o s  de s is te m a s , l a s  e s t ru c tu r a s  re sp o n sab les  de e s­

t a  a c tiv a c ié n  se  han lo c a l iz a d o  a n iv e l  de P (a b ')g (8 5 ) ,  s in  que se  conozoan 

por aho ra  sus bases m o lecu la res . Itagm entos m onovalentes (F a b ')  son capaoes 

de m ediar l a  a c tiv a c ié n  siem pre que se unan a  e s tm c tu r a s  que perm itan  man- 

te n e r lo s  en una d is p o s ic ié n  e sp a c ia l proxima (6 8 ,6 9 ) . La m odificacién  de \ 

lo s  r e s to s  de t r lp té f a n o  del F (ab ' )g no é lim ina  su capacidad  de a c tiv a c ié n  

d e l complemento por e s ta  v ia  ( 90 ) .
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I . e . -  UNION A RECEPTORES CELULARES . -

I . 8 .1 . - Union a  M aetocltoe y B aso fllo e  . -

B aaé fllo e  y  n a s to c lto s  poseen re c e p to re s  e sp e c lf lc o s  p a ra  IgE. El 

numéro de re c e p to re s  po r c é lu la  d e l orden de 10^ con una co n stan te  de aso— 

c la c io n  de 10^ (9 1 ,9 2 ) .

La union a  lo a  c o rre sp o n d ien te s  re c e p to re s  e s ta  mediada por e l  F t . 

Actualm ente no e s ta  d ilu e id a d a  l a  re g io n  del Fc resp o n sab le  de e s ta  un ion . 

T akatsu  y c o l .  (93) dem ostraron l a  dependencia de t a l  union de l a  p re se n c ia  

de puen tes d is u lfu ro  in te r c a te n a r io s  in ta c to s .  Los cambios aso c iad o s con e l 

ca len tam ien to  de l a  IgE a  56 *C, que destruyen  su capacidad  de union a  lo s  

b a sé f ilo s /  apuntan  a  una p o s ib le  im p licac io n  de l e s  dominios Cg3-Cg4 (94 ).

Pese a  que l a  IgE monomeric a ,  no a so c iad a  a l  a n tlg e n o , se  une fu e r  

tem ente a  su co rresp o n d ien te  r e c e p to r  en l a  s u p e r f ic ie  de lo s  b a s o f i lo s ,  es 

t a  union no va a  s e r  s u f ic ie n te  p a ra  cau sa r l a  desg ranu lac ion  de l a s  c é lu la s  

a  que se  une. R asta ra  l a  r e t ic u la c io n  de l a  IgE un ida a  l a  s u p e r f ic ie  c e lu -  

l a r ,  b ie n  p o r e l  p rop io  an tlg en o  o b ie n  por an tic u e rp o s  f r e n te  a  l a  IgE, pa 

r a  que se  produzca l a  desg ranulac ié n  de la s  c é lu la s  a  que e s ta  u n id a . El 

fragm ente F t r e t ic u la d o  m ediante a n tic u e rp o s  o r e a c t iv o s  qulm icos l l e v a r a  

tssA ien  a  l a  desg ran u lac ién  c e lu l a r  (9 5 ) .

A l a  v i s t a  de e s to s  r e s u lta d o s  se p o s tu lé  que l a  p o lim e rizac ién  de 

l a  IgE un id a  a  l a  s u p e r f ic ie  c e lu la r  p o d rla  a c t iv a r  enzimas a so c iad as  a  l a  

membrana l a s  cu a le s  desencadenarlan  l a  l ib e r a c ié n  de m ediadores. No obstan ­

t e ,  y pu esto  que a n tic u e rp o s  f r e n te  a l  re c e p to r ,  o sus fragm entos F (ab '^g  / 

pueden in d u c ir  l a  l ib e r a c ié n  de h is tam in a  de lo s  m a s to c i to s , f a c u l t a d  que 

no es capaz de m ediar e l  Ftb^ se ha postu lado  que es e l  re t ic u la d o  de lo s
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re c e p to re s  c e lu la r e s ,  y no e l  de l a  IgE en s i ,  e l  resp o n sab le  de l a  l l b e r a -  

c l6 n  de h is tam in a  de lo s  m as to c ito s  (96 ).

1 .8 .2 . -  Union a  M onocitos y Macrofagos . -

La IgG es capaz de in te r a c c io n a r  con re c e p to re s  e s p e c l l ic o s  l o c a l i  

zados en l a  s u p e r f ic ie  de m onocitos y m acrofagos. La in te ra c c ié n  e s ta  media 

da p o r e l  f t  como se ha puesto  de m an ifie s to  con lo s  experim entos de in h ib i  

c ié n  con fragm entos Fb (97)*

No todas l a s  IgG son capaces de u n ir s e  a  l a  s u p e r f ic ie  c e lu la r .

Fh e l  caso de l a ,IgG humana, IgGl e IgG) se  unen con mayor a f in id a d  que 

IgG2 e IgG4 (9 8 ,3 2 ) . IgG de d if e r e n te s  su b c la se s  e in c lu so  de d if e re n te s  

e sp e c ie s  son capaces de in h ib i r  cruzadam ente, ind icando  que e l  re c e p to r  no 

es e s p e c lf ic o  de su b c la se  (32 ).

Los v a lo re s  de l a  c o n s tan te  de in te ra c c ié n  e n tre  IgG y re c e p to r  va 

r l a  segun l a  e sp ec ie  de que se t r a t e .  La c o n s ta n te  de in te ra c c ié n  p ara  l a s  

IgG a  l a s  que se l e s  reconoce una d a t a  a e t iv id a d  c i t o f i l i c a  o s c i la  e n tra  

10^ y 10^ (99 ,1 0 0 ,1 0 1 ). El numéro de re c e p to re s  o s c i la  e n tr e  10^ y 10^

por c é lu la  (99 ,1 0 0 ,1 0 1 ).

La zona del Fb re sp o n sab le  de l a  un ién  a l  re c e p to r  c e lu la r  no e s ta  

d ilu e id a d a . E x isten  d a to s  apoyando (102 ,10) y 104) y negando ( 10 3 , 51 ) l a  ea 

pacidad  de lo s  dominios Cg) p a ra  m ediar d icha  fu n c ié n . Tambien se encuen— 

tr a n  a u to re s  que apoyan ( 5 l )  o n iegan  (102) l a  capcusidad de l dominio Cg2 pa 

r a  m ediar e s ta  fu n c ién . B ecientem ente se  ha comunioado una d ism inucién  en 

l a  capacidad  de un ién  de l a  IgG humana red u c id a  a  su re c e p to r  a s !  como que 

es n e c e s a r ia  una co n cen trac ién  de p F b '(C g)) 10 veces s u p e r io r  a  l a  de IgG, 

en base m olar, p a ra  lo g r a r  e l mismo grado de in h ib ic ié n  en e l % de ro s e ta s
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fonoadas con e r i t r o c i t o s  r e c u b ie r to s  de IgG y  monocitos (106).

. La IgG no un ida  a l  an tig e n o , en forma monomerica, t ie n e  por ta q to  

capacidad  de union a  l a  s u p e r f ic ie  c e lu la r ,  pero con una co n stan te  de aso— 

c la c lé n  b a ja  ('*'10^ ) .  La r e t ic u la c io n  de l a  IgG por e l  an tlgeno  p o s ib i­

l i t a ,  independientem ente de l a  e z is te n c ia  de p o s ib le s  cambios conform aciona 

l e s ,  e l aumento de av id ez  del complejo a n tlg en o -an ticu e rp o  por l a  s u p e r f i— 

c ie  c e lu la r  a l  poder in te ra c c io n a r  v a r ia s  reg io n es  Fc con sus re s p e c tiv e s  

re c e p to re s  en l a  s u p e r f ic ie  c e lu l a r .  Pero l a  r e t ic u la c io n  de l a  IgG por p a r 

t e  de l an tlg en o  no s é lo  va  a s e r  fundam ental p ara  p o s i b i l i t a r  una mayor a v i 

dez del com plejo an tlg e n o -a n tic u e rp o  p o r l a  s u p e r f ic ie  c e lu l a r ,  s ino  que va 

a s e r  l a  r e t ic u la c ié n  de lo s  re c e p to re s  c e lu la r e s ,  consecuencia  de l a  r e t i -  

c u la c ié n  de l a  IgG u n id a , l a  que va a  p rovocar una a l t e r a c ié n  de l a s  p ro p ie  

dades de membrana que conduce a  l a  f a g o c i to s is  d e l complejo a n tlg e n o - a n t i ­

cuerpo por un mecanismo que re q u ie re  e n e rg la  (107 ,108).

1 . 8 . 3 . -  Unién a  R e u tro f ilo s  . -

La IgG es capaz de in te ra c c io n a r  con re c e p to re s  e sp e c lf ic o s  l o c a l i  

zados en l a  s u p e r f ic ie  c e lu la r  de lo s  n e u t r é f i lo s ,  in te ra c c ié n  que es media 

da por su  re g ié n  fb (1 0 9 ) .  La in te ra c c ié n  es tambien dependien te  de su b c la ­

s e , observandose en e l  caso  de l a  IgG humana l a  misma graduacién  que en mo-

n o c ito s  ( 3 2 ).

IgÂl e IgA2 (humanas) a s i  como l a  Ig A -sec re to ra  tie n e n  capacidad  

de un ién  a  n e u t r é f i lo s ,  siendo  mayor l a  in te ra c c ié n  del con jun to  de l a  IgA 

que e l  de su  fragm ente fb  so lo  (3 2 ) . Tambien se  observa in h ib ic ié n  c ru za  

da en l a  in te ra c c ié n  de l re c e p to r  con IgA de d i s t i n t a  su b c la se  o e sp e c ie . 

No se ha observado in h ib ic ié n  e n tre  IgG e IgA lo  cual in d ic a  l a  e z is te n c ia
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de d is t l n to s  re c e p to re s  p a ra  ^ b a s  c la s e s  ( ) 2 ) .

Los v a lo re s  de l a  co n s tan te  de à so c la c io n  e n tre  l a  IgG y e l  re c e p ­

to r  son del mismo orden de magnitud que en e l  caso  de m onooltos, observahdo

se  un mayor numéro de re o e p to re s  por c l l u l a  (101).

La lo c a l lz a c io n  de la s  e s t ru c tu r a s  re sp o n sab les  de l a  union a l  r e ­

c e p to r , den tro  del Pc, no e s ta  d ilu e id a d a . Pc humano red u c id o , 0^2 o 0^-5 

son incapaces de in h ib i r  l a  in te ra c c io n  Ig G -recep to r (110).

Al ig u a l que en e l caso de m onocitos, l a  form aci6n de com plejos in

munes e n tre  e l  an tigeno  y l a  inm unoglobulina po r un la d o , aumenta l a  av id ez  

del com plejo por l a  s u p e r f ic ie  c e lu la r  y , por o tro  lad o , l a  r e t ic u la o iô n  de 

e s t ru c tu r a s  de l a  s u p e r f ic ie  c e lu l a r  da lu g a r  a  l a  lib e rac i& n  de m ediadores 

y f a g o c i to s is  de l com plejo por un mécanisme que re q u ie re  e n e rg la .

1 .0 .4 . -  Unién a L in fo c ito s  . -

Los l i n f o c i to s ,  ta n to  lo s  B como lo s  T, présentant re c e p to re s  p a ra  

IgG, como p a ra  IgM, IgA e IgE (111-117). La in te ra c c i6 n  se  media a  t r a

ves del Pc de l a  co rresp o n d ien te  inm unoglobulina. La reg io n  de l Pc im p lio a -

da en l a  uni6n no e s ta  c laram ente d e f in id a , lo s  dominios 0^3 a is la d o s  (pPc^ 

se m uestran incapaces de in h ib i r  l a  in te ra c c iâ n  IgG -recep to r (118).

El papel que Juega l a  uniôm de l a  inm unoglobulina a l  r e c e p to r  no 

e s ta  c laram ente d ilu c id a d o , aunque se  p ien sa  que puede e s t a r  im plicado en 

p rocesos de reg u lac io n  de l a  re s p u e s ta  inmune.

1 .8 .5 . -  Paso a  tra v e s  de l a  P lacen ta  . -

En e sp e c ie s  t a i e s  como co n e jo s , r a t a s  o numanos, l a  madré e s  capaz 

de t r a n s f e r i r  inmunidad p a s iv a  à. sus h i j o s  p renata lm en te  m ediants l a  t r a n s -
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fe re n c la  de IgG a  trav ée  de l a  p la c e n ta . La tr a n s fe r e n c la  es muy s e le c t iv e  

y e s ta  mediada por re c e p to re s  e s p e c lf ic o s  p a ra  e l  Ps p ré se n te s  en l a  su p er­

f i c i e  de l a s  c é lu la s  encargadas de l a  ab so rc iô n  (11 9 )«

E stu d io s sobre  l a  e s p e c if ic id a d  de l a  tr a n s fe r e n c la  de IgG a t r ê ­

ves de l a  p la c e n ta  l le v a ro n  a  Brambell (120) a proponer un mécanisme de 

tr a n sp o r te  mediado por e l  re c e p to r .  Segun e s ta  h ip o te s i s ,  e l  re c e p to r  para  

l a  reg ién  Pc de l a  IgG se  l o c a l i z a r l a  en l a  zona a p ic a l  de l a  c é lu la  t r a n s -  

p o rtad o ra  y una co n d ic ién  n e c e sa r ia  p a ra  e l movimiento d e l an ticu e rp o  a  t r a  

vés de l a  b a r r e ra  c e lu la r  es que l a  IgG se  una a l  re c e p to r  Pc.

Inm unoglobulinas G de d i f e m tc s  e sp e c ie s  son espaces de in te ra c c io  

n a r  y s e r  t r a n s f e r id a s  po r un mismo re c e p to r ,  aunque e x is te  p re fe re n c ia  por 

l a  IgG del s is tém a  homologo, (121 ). La IgGl y l a  IgG) humanas in te racc io n an  

p re fe ren tem en te  a  l a  IgG2 e IgG4 (119).

La ro tu ra  de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te r c a te n a r io s  reduce en gran 

medida l a  in te ra c c ié n  de l a  IgG con e l  re c e p to r .  La p ro te in s  Dob (igG l s in  

apenas re g ié n  gozne) tam bien t i e n s  d ism inuida su  capacidad  de unién  à l  r e ­

ce p to r  (122 ). Cg2 o Cg) por s i  so lo s  tam bien se  m uestran incapaces de me—  

d ia r  e s ta  a cc ién  (122 ).

1 .8 .6 . -  In te ra c c ië n  con l a  P ro te in s  A d e l Staphylococcus a u reu s . -

La in te ra c c iâ n  de l a  P ro te in s  A del S. aureus con l a  reg ién  Pc de 

l a  IgG de d i f e r e n te s  e sp ec ie s  provoca una r e t ic u la c io n  de lo s  Pc y lo s  com­

p le jo s  formados pueden a c t iv e r  compléments (123 ,124 ,125). A p e sa r de que 

IgG de d if e r e n te s  e sp ec ie s  pueden in te r a c c io n a r  con l a  P ro te in s  A del S. 

a u re u s , hay una marcada e s p e c if ic id a d  re sp e c to  a  su b c la ss . Asi en e l  caso 

de l a  IgG humana, IgG3 no se  une a p e sa r  de que IgG l, IgG2 e IgG4 lo  hacen
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fuertem en te  (126,127)* La zona d e l I t  re sp o n sab le  de l a  in te ra c o lê n  se  ha 

lo c a liz a d o  en l a  zona de co n tac to  Cg2-Cg3 (128).

La s lg n if lc a c ié n  b lo lo g lc a  de l a  a c t lv id a d  de l a  P ro te in a  A d e l S. 

au reus y su  p o s ib le  e fe c to  en l a s  r e la c lo n e s  h u é sp e d -p a ra s lto  no e s ta n  to ­

t a l  mente a c la ra d a s .  Cepas de S. au reus con un elevado  con ten ldo  en P ro te i­

n a  A son fac llm en te  a g lu tin a d a s  en suero  norm al. No o b s ta n te ,  tam blo i se  

ha  d e s c r i to  un e fe c to  que s é r i a  d e sfav o rab le  p a ra  e l  huésped ya que l a  Pro 

te ln a  A parece  te n e r  un e fe c to  in h lb id o r  sob re  l a s  opsoninas te rm o la b lle s  

(129). O tra  s e r l e  de e s tu d io s  r e a l lz a d o s  " in  v i t r o "  in d ican  que l a  P ro te i­

na  A de l S. au reus se  comporta oomo un m itégeno in e s p e c lf ic o  de o é lu la s  B

(1 3 0 , 13 1 ) .
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M ientras que l a s  m oléculas de an ticu e rp o  son capaoes de reconocer 

un numéro muy elevado de e s t ru c tu r a s  a n tig e n ic a s  d i s t i n  t a s ,  lo s  p rocesos de 

e lim in ac iô n  de e s to s  a n tlg en o s  se median por un pequeHo numéro de m ecanis— 

mos e fe c to re s  que son a c tiv a d o s  por lo s  com plejos a n tig e n o -a n tic u e rp o . £h 

e s te  s e n t id o , lo s  dos mécanismes fundam entales de e lim in ac iô n  son l a  a c t iv a  

c io n  del oomplemento y l a  union a  re c e p to re s  c é lu la r e s .

D urante lo s  u ltim o s aHos se  ha tra b a ja d o  in tensam ente a  f i n  de lo ­

c a l  i z a r  e l  dominio -  o dominios -  de homologla resp o n sab le  ae cada una de 

la s  funciones e fe c to ra s  que exhibe l a  m olecula de an ticu e rp o  y , en su oaso, 

l o c a l i z a r la s  mas prec isam en te  d en tro  del dominio o dominios que oo rresp o n - 

dan.

A sI, l a  a c tiv a c io n  del oomplemento por l a  v ia  c la s ic a  ha s id o  lo ca  

l iz a d a  en una re g ié n  comprendida en e l  dominio 0^2. No o cu rre  lo  mismo con 

l a  a c tiv a c io n  de l oomplemento p o r l a  v ia  a l t e m a t iv a  en que unicam ente en 

algunos casos se  ha conseguido a a ig n a r  d icha fu n c io n a lid ad  a  l a  rég io n  Eab 

de l a  IgG.

Igualm ente, l a  zona del fb  re sponsab le  de l a  in te ra c c io n  con receg  

to r e s  c e lu la re s  co n tin u a  p rac ticam en te  desconocida, no habiendose d ilu c id a ­

do aun s i  e s t a  funciôn  es mediada por uno u o tro  dominio de l a  re g ié n  Pc o 

s i  son n e c e sa r io s  ambos dom inios.

En e l  p re s e n ts  e s tu d io  se  t r a t a ,  por un la d o , de d i lu e id a r  e l  pa­

p e l de lo s  grupos «unino"y ca rb o x ilo  en l a  a c tiv a c io n  del oomplemento por 

l a  v ia  a l t e m a t iv a  y en l a  unién  a  re o e p to re s  c e lu la r e s  de n e u tr o f i lo s .  Pa­

r a  e l l e  se  p roced io  a l a  m od ificac ién  de e s to s  grupos en l a  moléoula de IgG 

con e l  f i n  de ab o rd ar l a  in te ra c c io n  con re c e p to re s  c e lu la r e s ,y  a  l a  m odifi 

cac iôn  de e s to s  mismos grupos en e l  fragm ente P (a b ' ) 2  de l a  IgG cuando se
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aborda e l  e s tu d io  de l a  a c tiv a c io n  del oomplemento. Asi mismo, se  m odifican 

lo s  r e s to s  de t r ip té f a n o  de l F (a b ')g  con o b je to  de e s tu d ia r  su  papel en l a  

a c tiv a o ié n  d e l complements p o r l a  v ia  a l t e m a t iv a .

• Por o tro  la d o , se  m idio l a  capacidad  de union a  lo s  re c e p to re s  ce­

lu l a r e s  de o e u t r é f i lo s  de lo s  f ragmento s  Facb y p P c ',  cada uno de lo s  cua— 

le s  c o n tie n s  una de l a s  dos reg io n es  de homologla d e l Pc. Los e s tu d io s  so— 

b re  in te ra c c io n  con re c e p to re s  c e lu la r e s  se complétant con e l  e s tu d io  de l a  

capacidad  de l a  IgG red u c id a  a  n iv e l  de puen tes d is u lfu ro  in te rc a te n a r io s  

p a ra  m edlar l a  union a  re c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u tr o f i lo s .  Con e s to s  e s tu ­

d io s  se  p re te n d s  o b ten e r mas in fo rm asién  sobre l a  capacidad  de lo s  dominios 

Cg2 y Cg3, po r separado , p a ra  m ediar l a  un ién  a  re o e p to re s  c e lu la re s  de neu 

t r é f i l e s  y comprobar h a s t a  que punto e s  n e c e s a r ia  l a  in te g r id a d  conform acio 

n a l d e l Pc p a ra  mediar e s t a  fü n c ién .

Con e s te  f i n  se  ha  seguido  l a  s ig u ie n te  m etodologfa:

1 * .-  O btenoién de l a  IgG de conejo  y a  p a r t i r  de e l l a  lo s  d i s t i n —

te s  fragm entes u t i l i z a d o s  (fh cb , P (a b ')g  y p P c ') .

2 * .-  M odificacidh  s e le c t iv e  de lo s  d is t i n to s  g rupos:

a )  M odificac ién  de lo s  grupos c a rb o x ilo  de l a  IgG y de l F(ab'^ 

con e l  é s t e r  e t i l i c o  de l a  g lic o c o la  p re v ia  a c tiv a c ié n

non ca rbod ilm idas so lu b le s .

b )  M odificac ién  de lo s  gm pos amino de l a  IgG y P (a b ')g  con 

c ia n a to  p o ta s io o .

c )  M odificac ién  de lo s  r e s to s  de tr ip to fa n o  del F (a b ')g  con 

bromure de 2 -h id ro x i-5 -n it ro b e n c i lo .

d) Reduccién de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te r c a te n a r io s  de l a  

IgG con d i t i o e r i t r i t o l  y p o s te r io r  a lq u i la c ié n  con iodoace
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tam ida.

3 * .-  C on trô les  co n fo m ac io n a le s  p a ra  oada una de l a s  m o d lflcac io —  

nes in tro d u c ld a s :

a )  D lcroismo c i r c u la r .

b ) Inm unodifusién doble b id in e n s lo n a l.

c )  F i l t r a c iô n  en g e l .

4 0 . -  U til iz a c lo n  de un s l s te n a  h e n o li î io o  en fa s e  s o lu b le  p a ra  na­

d i r  l a  variac i& n  de la .  a c tiv id a d  a n tio o n p le n e n ta r ia  d e l frag-^ 

mento F (ab ' )g con l a s  d i s t i n t a s  m od ificac io n es.

5 0 . -  P uesta  a  punto de un s is tem a de form acion e in h ib ic ié n  de ro -  

s e ta s  p a ra  m edir l a  capacidad  de in te ra c o ié n  de l a  IgG, IgG 

m odificada (c a rb o x ilo , amino o puen tes d is u lfu r o ) ;  fkob y p fb ' 

con lo s  re c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u t r é f i lo s .



HATERIALES 

Y METODOS



46

3 .1 . -  OBTENCION DE SDERO DE CONEJO

3 .1 .1 . -  O btenclon de suero* de conejo  a n t l - e r i t r o c l t o  de c a m e ro  . -

A conejos de l a  ra za  New Zealand p rocédan tes d e l an im a la rio  de l a  

Fundacién Jimenez Diaz se  l e s  in y e c ta  po r v ia  in trav en o sa  1 ml de e r i t r o c i -  

to s  de c am e ro  a l   ̂ % en so lu c ié n  s a l in a  (NaCl 0 .15  M tamponada con f o s -  

f a to  0.01 M a  pH 7 .2 ) .  Là p au ta  segu ida  c o n s is te  en in y e c ta r  e s ta  d o s is  c a ­

da 48 ho ras  du ran te  l a s  dos p rim eras sem anas, se d e ja  de in y e c ta r  d u ran te  

dos semanas y se vuelve a  in y e c ta r  l a  d o s is  una vez por semana duran te  c u a -  

t r o  semanas. A lo s  d iez  d ia s  de l a  u ltim a  in y ecc ién  se  e z tr a e  l a  sangre (30 

ml) de l a  vena m arginal de l a  o r e ja  y se  d e ja  r e t r a e r  e l  coagulo d u ran te  

unas 6 ho ras a  tem pera tu ra  am biante. Se recoge l a  fa s e  l iq u id a ,  se c e n t r i f u  

ga a  500 g du ran te  5 m inutos y se  recoge e l  sobrenadante  que e s  e l  suero  de 

conejo .

Las su ce s iv a s  e x tra c c io n e s  d e l suero  de e s to s  cone jo s se  r e a l iz a n  

aproximadamente cada mes, p re v ia  iny ecc ién  in tra v e n o sa , unos d iez  d ia s  an­

te s  de l a  e x tra c c io n , de 1 ml de e r i t r o c i t o s  de c a m e ro  a l  5 %•

El t i t u l o  de an tic u e rp o s  d e l suero  procédan te  de cada conejo  me 

comprueba por a g lu t in a c ié n  âegun e l  s ig u ie n te  p ro to c o le :

A 450 ^  de una so lu c io n  de e r i t r o c i to s  de ca rn e ro  a l  0 ,2  % en s o -  

lu c io n  s a l in a  que c o n tien e  suero  de conejo  normal a  una d ilu c io n  1 /200 , se 

l e  ahaden 50 ^  de d ilu c io n e s  c re c ie n te s  de l suero  de conejo  inmunizado 

con e r i t r o c i t o s .  El t i t u l o  del suero  se  da como l a  u ltim a  d ilu c io n  f i n a l  

de l suero  que es capaz de a g lu t in a r  lo s  e r i t r o c i to s .

Los sueros con un titulo de hemaglutinacion superior a 1/300 se

d esca rtan  y con lo s  r e s ta n te s  se procédé a  l a  ob tencidn  de l a  IgG a n t i - e r i -
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t r o c l t o  de c a m e ro .

3 .1 .2 . -  O btenclon d e l su e ro  de conejo  a n ti-a lb u m in a  humana . -

A co n e jo s de l a  r a z a  New Z ealand se  l e s  in y e c ta  po r v ia  in tram uscu  

l a r  100 fig  de album ina humans en 0 .3  ml (0 .2 3  ml de so lu c io n  s a l in a  con 

0 .2 3  ml de adyuvante  com plete de A reund). E s ta  d o s is  se  in y e c ta  una vez por 

semana d u ra n te  6 sem anas. Pasados 10 d ia s  desde l a  u lt im a  in y ecc io n  se  ez­

t r a e  e l  su e ro  oomo s e  ha  d e s c r i to  en e l  a p a rta d o  3*1*1*

La p re s e n c ia  de a n tic u e rp o s  f r e n te  a  album ina humana se  d e te c ts  

p o r inm unodifusién  dob le  b id im en s io n a l (v e r  ap a rta d o  3*2 .1 ) frm nte  a  una d i  

lu c ié n  ap ro p iad a  de album ina humana. A quellos oonejo s que dan una bands de 

p re c ip i ta c io n  adecuada se  s ig u en  sangrando cada t  r e  in  t a  d ia s  aproximadamen­

t e ,  p re v ia  in y e c c ié n  d ie z  d ia s  a n te s ,  de una d o s is  de album ina humana en .. 

l a s  con d io io n es d e s o r l ta s .

3 . 2 . -  OBTENCION DB LA IgG DB CONEJO . -

Se procédé segûn una m o d ific a c ié n  d e l método de P e te rso n  y  Sober

(132 ).

% a  vez o b ten id o  e l  su e ro  de p a r t id a  (b ie n  a n t i - e r i t r o c i to  o b ien  

an tia lbu fflina  humana) se  p r é c ip i t a  con (NH^)gSO^ 1 .3 3  M (c o n c e n tra c ié n  f i  — 

n a l ) .  El sob renadan te  se  d e s c a r ta  y e l  p re c ip ita d o  se  re d is u e lv e  y d i a l i z a  

f r e n te  a  un tampén Na^HPO^ 0 .01  M, pH 7 .6 .

El d ia l iz a d o  se  c ro m a to g ra fla  a  tra v é e  de una r é s in a  de interoam L— 

b io  ié n ic o ,  DEAB-celulosa ( d ie t i l - a m in o e t i l - c e lu lo s a ) DB-11 Whatman, en co 

lumnas de 4*40 cm, s ien d o  e l  e lu y e n te  e l  mismo tampén de l a  d i a l i s i s .
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Del e lu ld o  se recogen l a s  fra c c lo n e s  con ab so rb an c la  s u p e r io r  a 

0 .5 , se  reunen y concen tran  por u l t r a f 11tra c io n  a  tra v e s  de b o is a s  de o e lo -  

fan V isking 8/52 (2 .4  nm de diàm etro  de poro) a  p re s ié n  n e g a tiv e . La so lu — 

cio n  de IgG se  c e n tr ifu g e  a  3800 g  du ran te  15 minutos a  f i n  de e lim in a r  a -  

gregados in s o lu b le s .

La pureza de l a s  p rép a rée iones se  v e r i f i c a  por l a s  s ig u ie n te s  te c

n ic a s :

3 .2 .1 . -  Inm unodifusién doble b id im ensional . -

Se l l e v a  a  cabo en ag a r (Agar Noble D ifco a l  1 ^  en NaCl 0 .15  M) 

segun una m od ificac ién  d e l método de O uchterlony (133) f r e n te  a  un a n tis u e  

ro  a n t i -p ro te in a s  s é r ic a s  de co n e jo , p rooedente de asnos (B ehring) o a n t i— 

suero  a n t i -y -g lo b u lin a s  de co n e jo , p rocédan te  de c a m e ro , obten ido  en n u es- 

t r o  la b o r a to r io .

3 .2 .2 . -  In m u n o e lec tro fo res is  . -

Se l l e v a  a  cabo en p la ç a s  de a g a r  (Agar Noble D ifco ) a l  1 .25  % en 

tampén ve ro n a l (ac ido  5 .5 - d i e t i l  b a r b i tu r i c o /5 .5 '- d ie t i l - b a r b i t u r a t o  séd ico , 

0 .06  M, pH 8 .6 ) .  La muest r a  se  in tro d u ce  en o r i f i c i o s  de 1 mm de diêm etro 

p ra c tic a d o s  en e l  g e l mediante  una p ip e t a  P a s te u r  c a lib ra d a , e q u id is ta n te s  

6 mm del e je  lo n g itu d in a l de l a  p lao a  y l a  e le c t r o f o r e s i s  se l l e v a  a cabo 

en e l  tampén mencionado, ap licando  una ca id a  de te n s ié n  de 5 V/cm du ran te  

70 m inutos.

Tras la electroforesis, se practica una trincnera de 2 mm de anchu 
ra en el eje longitudinal de la plaça, se rellena con el antisuero corres—  

pondiente y se deja en una camara humeda, observando el desarrollo de las
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bandas de p r e c lp i ta c lé n  a  l a s  24 y 48 h o ra s .

3. 2 . 3 . -  F l l t r a c lé n  en g e l . -

Se r é a l i s a  en Sephadef G-200 en una coluim a de Pharm acia de 2.5*75 

cm que previam ente ha  s id o  c a l ib ra d a ,  s igu iendo  l a  m etodologla de Andrews 

(13 4 )» p a ra  l a  es tim ac ién  de pesos m olàcu lares u t i l iz a n d o  l a s  s ig u ie n te s  

p ro te ln a s  p a tré n i IgA humana s é r io a  ( I 6OOOO D alto n ) , album ina bovina (66000 

D a lto n ) , OToalbumina (43500 D a lto n ) , qu im otripsinégeno  de pancreas de te rn e  

r a  (23800 D alton) y m ioglobina de ca c h a lo te  (17800 D a lto n ) . Como e lu y en te  

se  u t i l i s a  taaq>6n fo s fa to  0.01 H, pH 7*2, que co n tien e  NaCl 0 .5  M y a z id a  

so d io a  (0 .0 2  % p /v ) .

3. 2 . 4 . -  E le c t ro fo r e s is  en g e l de u o lia c r i la m id a  . -

Se s ig n e  e l  método d e s c r i to  po r Davis p ara  g e le s  a l  7*5 (135).

Se dep o sitan  25 / i l  de p ro te in a  d is u e l to s  en 10 / i l  de tampon supe­

r i o r  de l a  e le c t r o f o r e s i s  (TRIS/Gly, pH 8 .9 )  an l a  p a r te  s u p e r io r  d e l g e l 

ju n to  con o tro s  10 / i l  de «n# so lu e ié n  de azu l de brom ofenol a l  0 .01  % que 

s i rv e  como m arcador. Se a p i ic a  una te n s ié n  que de una in te n s id a d  de 1 .5  mA 

por tubo m ien tras  e l  marcador se  encu en tra  en e l  g e l de c o n cen trac ién , y de

4 mA p o r tubo cuando é s te  se  enouen tra  en e l  g e l de r e s o lu c ié n .

Los g e le s  se  tlR en con amido S chrarz  a l  0 .1  9̂  en éc ido  a c e t ic o  a l

7 d u ran te  6 h o ras y se  d e s tih e n  por cambios su ces iv o s en ac ido  a c e t ic o  a l

7 %.

La co n cen trac ién  de l a  d is o lu c ié n  de IgG, una vez comprobada su pu 

re z a , se  c a lc u la  en base a  un c o e f ic ie n te  de e x tin c ié n  E^SO^ 4e I .4  (c a le u -
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lad o  por peso seco seco de p ro te in a  segun e l  p rocedlm lento  p re v la n e n te  des­

c r i t o  (89) )»

3 . 3 . -  OBTENCION DEL IBAOŒNTO Ihcb

Se s ig u e  basioam ente e l  método d e s c r i to  po r Connell y P o r te r  (19)* 

Una so lu c io n  de IgG en so lu c io n  s a l in a  (10 mg/ml) se  l l e v a  a  pH 

2 .7  con HCl 0 .5  M. Sc m antiene 1 h p ra  a  37*0, se  n e u tr a l iz a  y se  aHade p la s  

mina (K ab i) , 3 U.C. po r oada 100 mg de IgG. Se incuba 4 h o ra s  a  37*0, y se  

c ro m ato g ra fia  a  tra v é e  de una columna de Pharm acia de 2.6*60 cm, u t i l iz a n d o  

como e lu y en te  una so lu c ié n  de u re a  6 M, tamponada con HAc/NaAc 0 .1  M a  pH

4 . 6 . Se recogen f  ra c e io n e s  de 2 ml y se  dee  l a  ab so rbano ia  a  280 nm.

El p rim er p ico  d e l e lu id o  se  d ia l i z a  f r e n te  a  un tampén ca rb o n a te  

sodioo 0 .1  M pH 8 , que co n tien e  NaCl 0 .5  M, y t r a s  l a  d i a l i s i s  se  crom ato­

g r a f ia  a  tr a v é s  de un inm unoadsorbente a n t i -p F o '(v e r  apa rtad o  3 . 3 . 1 ) .

El e lu id o  procédan te  de l a  c ro m ato g ra fia  en l a  colùmna de inmunoad 

so rb en te  ( f ra c c ié n  no re te n id a )  co n tien e  fhcb cuya pureza se  comprueba por 

inm unodifusién , in m u n o e le c tro fo re s is , f i l t r a c i é n  en g e l y e le c t r o f o r e s i s  en 

g e l de p o lia c r ila m id a  en p re se n c ia  de SDS (ap a rtad o  3 * 2 .3 ).

La co n cen trac ién  de l a  p ro te in a  se  c a lc u la  u t i l iz a n d o  e l  mismo coe 

f i c i e n t e  de e x tin c ié n  que p a ra  l a  IgG.

3 . 3 . 1 . -  C rom atografia a  tzav és  de un inm unoadsorbente a n t i - o f b ' . -

La columna de inm unoadsorbente se  p rép a ra  segun e l  s ig u ie n te  p ro to

c o lo :

Se inmunizan cobayos con e l  fragm ente pF c 'de l a  IgG de co n e jo , ob­

ten id o  segûn se  d é t a i l s  en e l  apa rtad o  3*5, s igu iéndose  e l  mismo p ro to co le
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de in o u n lzac ién  que e l  d e s c r i to  en e l  ap artado  3 .1 .2  p ara  l a  obtenciôn  de 

a n tisu e ro  de conejo  an ti-a lb û m in a  humana. La sangre se e x tra s  por puncion 

c a rd ia c a  y lo s  suero s que por inm unodifusién doble b id im ensional dan banda 

de p re c ip i ta c ié n  con p îb 's e  reunen y p re c ip i ta n  con (NH^)gSO^ 1 .33  M. El 

p re c ip ita d o  se  re d isu e lv e  y aco p la  a  una Sepharosa 4B a c tiv a d a  con bromuro 

de cianégeno (Pharm acia) sigu iendo  e l  p ro to co le  d e s c r i to  por l a  casa  comer- 

c i a l  excepte  que l a  c an tid ad  de p ro te in a  u t i l i z a d a  fue de 30 %  por g  de Se 

pharosa.

Como e lu y en te  de l a  c ro m ato g ra fia  se  u t i l i z e  una so lu c ié n  de NaCl 

0 .5  M, NaHCO  ̂ 0 .1  H, pH 8. Lo que queda re te n id o  en e s ta s  cond ic iones se  

e luye con una so lu c ié n  de Gly/HCl 0 .5  M, NaCl 0 .15  M, pH 3*

3 .3 « 2 .-  E le c t ro fo r e s is  en g e l de p o lia c r i la m id a  en p re se n c ia  de SDS

Se s ig u e  l a  té c n ic a  d e s c r i ta  por Veber y Osbom (136) en p la ç a s  de 

12 % 15 cm. De 30 a  60 /ig  de m uestra d isu e to s  en 60 / i l  d e l tampén de a p l i c a -  

c ié n  se d ep o sitan  en cada p o c i l lo .  La e le c t r o f o r e s i s  se  r e a l i z e  a 50 V mien 

t r a s  e l  m arcador (azu l de brom ofenol) se  encu en tra  en e l g e l de con cen tra— 

c ié n  y  a  100 V cuando se  en cu en tra  en e l  g e l de re s o lu c ié n .

Los g e le s  se t iü e n  con azu l Coomassie a l  O.O5 % en a lco h o l m e t l l i -  

co a l  47 % y  ac id o  a c e t ic o  a l  6 %, d u ran te  una noche. Los g e le s  se destifien  

en l a  misma so lu c ié n  s in  e l  azu l Coomassie.

3 . 4 . -  OBTENCION DEL PRAGMENTO F (a b ')g

Una so lu c ié n  de IgG ( a n t i e r i t r o c i t o  o an tia lb û m in a) en un tampén 

HAc/NaAc 0 .1  K, pH 4 .6 ,  y a  una co n cen trac ién  de 15 mg/ml, se  d ig ie re  con 

pepsina  ( r e la c ié n  enzima s u s t r a to  de 1*100) du ran te  24 h o ras a 37*0, segûn
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e l método d e s c r i to  po r N lsonoff (137). La re a c c lé n  se  para  por a d lc lé n  de 

TRIS so lid o  h a s ta  l l e v a r  l a  so lu c ié n  a  pH 6 . El d ig e rid o  se f i l t r a  a  tra v é e  

de ü l t ro g e l  AcA 44 an una colpmna Pharm acia de 2 .6 * 1 0 0  cm, u t i l iz a n d o  como 

e lu y en te  e l  tampén d e s c r i to  en e l  ap artado  3 .2 .3 .  Se recogen f ra c e io n e s  de 

3 ml y se  le e  su ab so rb an c ia  a  280 nm.

El p rim er p ico  d e l e lu fd o  c o n tien e  F (a b ')g  que se concen tra  y p ro ­

cédé a  comprobar su  pu reza  p o r l a s  miamas té c n ic a s  d e s c r i ta s  p a ra  e l  caso  

de l Eacb, La co n cen trac ién  de l F (ab ' )^ se  c a lc u la  en base a  un c o e f ic ie n te

de e x tin c ié n  E^qq ^  de 1 .34  (8 9 ) .

3 .5 . -  OBTENCION DEL FRAGMENTO p F b '. -

Como consecuencia  de l a  d ig e s tié n  p e p s ln ic a  de l a  IgG (ap a rtad o  an 

t e r i o r ) ,  a p a r té  d e l fragm ente F (a b ')g  en e l  p rim er pioo del e lu id o  proceden 

te  de l a  c ro m ato g ra fia  en U ltro g e l AcA 44» ae o b tien e  e l  fragm ente p p t 'e n  

e l  segundo p ico  del mismo e lu id o . E ste  p ico  se  con cen tra  y se somete a  l a s  

p ruebas co rre sp o n d ien te s  p a ra  comprobar su  p u reza . La co n cen trac ién  de pPb ' 

se  c a lc u la  en base a  un c o e f ic ie n te  de e x tin c ié n  E^eO r a  1 .6  (738)/,

3 .6  . -  OBTENCION DE LA IgG REDUCIDA . -

A una d is o lu c ié n  de IgG ( a n t i - e r i t r o c i t o  o a n ti-a lb û m in a ) a  una 

c o n cen trac ién  de 2mg/ml en un tampén NaCl 0 .15  M, EDFA 2 mM, TRIS 10 mM, pH 

7 .8 ,  se  le  ad ic io n a  un volumen ig u a l de una so lu c ié n  de d i t i o e r i t r i t o l  20 

mM en e l  mismo tampén y se incuba du ran te  dos h o ras  a  tem pera tu ra  am biente 

y a tm ésfe ra  de n itré g e n o .

Pasadas l a s  2 h o ra s , se  aflade sobre  l a  d iso lu c ié n  r é s u l ta n te  un vo 

lumen ig u a l de ICH^CONH  ̂ 40 mM en e l  tampén d e s c r i to  an te r io rm en te  y se in -
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cuba a  tem pera tu ra  am bien te , obscuridad  y a tsm osfera  de n itré g e n o  d u ran te  

20 m inutoe. R ea lizada  l a  a lq u i la c ié n ,  l a  d iso lu c ié n  se d ia l iz a  f r e n te  a  so­

lu c ié n  s a l in a  y l a  au sen c ia  de IgG In ta c ta  se  comprueba por g e le s  de p o lia ­

c r ila m id a  en p re se n c ia  de SDS.

l a  f ig u ra  n* 11 m uestra e l con jun to  de m oléculas y fragm entes cuya 

o b ten c ién  se  ha d e s c r i to  en lo s  a p a rtad o s  a n te r io r e s .

3 . 7 . -  MODIHCACION DE LOS (31UP0S CARBOXILO . -

3 .7 .1 . -  M odificacién  de lo s  grupos c a rb o x ilo  de l a  IgG . -

3 . 7 . 1 . 1 . -  Reaccién de m o d ificac ién  . -

Los grupos ca rb o x ilo  de l a  IgG de conejo  se  m odifican de acuerdo 

con e l  proced im ien to  d e s c r i to  po r Hoare y Koshland (139 ). A una d iso lu c ié n  

de IgG ( l  ng/m l) en e s t e r  e tX lico  de g lic o c o la  1 M, pH 4.75» se  l e  ahade 

EDO ( l -e ti l- 3 (3 -d im e til -a m in o p ro p il) -c a rb o d iim id a )  s é l id a  h a s ta  que l a  con­

c e n tra c ié n  es 0 .1  M en EDO. El pH se  m antiene co n stan te  a  pH 4.75 con HCl 

1 H. La re a c c ié n  se  l l e v a  a  cabo d u ran te  30 m inutos sacêndose a l lo u e ta s  a 

in te r v a los de 5» 10» 20 y 30 m inutos. A cada a lf c u o ta  se  l e  aBade un v o la— 

men ig u a l de HAc/NaAc 1 H , pH 4.75» con e l  f in  de p a ra r  l a  re a c c ié n . La d i­

so lu c ié n  r é s u l ta n t s  se  d ia l iz a  f r e n te  a  so lu c ié n  s a l in a ,  se  con cen tra  y se 

c ro m ato g rafia  a  tr a v é s  de U ltro g e l AcA 44. El p ico  co rre sp o n d ien te  a  IgG se 

c o n cen tra  y d ia l iz a  f r e n te  a  so lu c ié n  s a l in a .

Como c o n tro l se  u t i l i z e  una IgG som etida a l  mismo tra tam ien to  ex- 

cep to  que no se afiade EDC.
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F igu ra  n* 1 1 .-  Esquema de l a s  m oléculas de IgG, Pacb, F(ab )g , pFc e 

IgG red u c id a .
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3 .7 .1 * 2 .-  C u an tlf lc ao lén  de l numéro de grupos ca rb o x ilo  m odlflcados . -

El numéro de grupos c a rb o x ilo  m odlflcados se  c u a n t i f lc a  po r e l  in -  

crem ento d e l % de g lic o c o la  en lo s  a n a l i s i s  de am inoacidos de l a s  m oléculas 

m odificadas con re sp e c to  a  l a  IgG c o n tr o l .

A llcu o tas  p rocédan tes de l a  IgG c o n trô lé e  m odificada a  d is t i n to s  

tiemposy se d ia l iz a n  f r e n te  a  Ĥ O y  se  l i o f i l i z a n .  A cada l i o f i l i z a d o  se  l e  

ad ic io n a : 0 .5  ml de HCl 6 N conten iendo  0 .1  % de fe n o l , se  c i e r r a  e l  v ia l  a  

v ac lo  y se  m antiene a  110 d u ran te  24, 46 , 72 y 96 h o ra s . A co n tinuée ion  

se  ab ren  lo s  v ia l e s ,  se  l le v a n  a  sequedad a  v ac lo  se lavan  dos veces con 

HgO d e s t i la d a  llev àn d o lo s  en ambos caso s  a  sequedad a  v ac io  y se  d isu e lv en  

en e l  d is o lv e n te  del a n a liz a d o r . El a n a l i s i s  de am inoacidos se  l l e v a  a  cabo 

en un a n a liz a d o r  Durrum D-500 u t i l i z a n d o  tampones de c i t r a t o  de l i t i o .

LoS porc en t a  j e s  de "Rir y Ser se ob tien en  por e x tra p o la c iô n  a tiem -

po cero  de lo s  v a lo re s  ob ten idos a  lo s  d i s t i n to s  tiem pos de h i d r ô l i s i s .  De 

I l e  y Val se  toman lo s  v a lo re s  de l u ltim o  tiem po de h i d r ô l i s i s .

El con ten ido  en Trp se déterm ina espec tro fo to m etricam en te  u t i l i z a n  

do e l  método d e s c r ito  por Beaven y H oliday (1 4 0 ). Se p rép a ra  una so lu c io n  

de IgG en NaOH que a  290 nm exhiba una ab so rb an c ia  comprendida e n tre  

0 .2  y 0 .5 .  Se le e  l a  ab so rbanc ia  de e s ta  so lu c ié n  a  260 y 294*4 nm. El con­

ten id o  en Trp de l a  p ro te in a  se o b tie n e  de l a  s ig u ie n te  ex p re s ié n :

*Pvi 0 .592 i g q d . j  ~ 0 '2 6 )  llgao

*260 -  0- 17°  I 2 9 4 . 4

El con ten ido  en c i s te ih a  se  deduce del numéro dé puen tes d is u lfu ro  

de l a  m oléoula de IgG ( I 4 1 , 89).

A p a r t i r  d e l increm ento en e l  p o rc e n ta je  de Gly, se o b tien e  e l  nu­

méro de grupos m odificados por cada 100  r e s to s  de l a  p ro te in a . '^^omando como
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1320 e l  numéro de re s id u o s  de l a  m oléoula de IgG, ee . deduce e l  numéro de 

grupos c a rb o x ilo  < modlf icados p o rj m oléoula.

3 . 7 . 2 . -  M odificac ién  de lo s  grupos c a rb o x ilo  d e l F (a b ')_ . -

3 . 7 . 2 . 1 . -  R eaccién de m od ificac ién  . -

Se r e a l i z e  segûn lo  d e s c r i to  en e l  ap a rtad o  3 .7 .1 .1  p a ra  l a  IgG.

3 . 7 . 2 . 2 . -  C u a n tif ic a c ié n  del nûmero de grupos c a rb o x ilo  m odificados . -

Se s ig u e  e l  p roced im ien to  d e s c r i to  en e l  apa rtad o  3 .7 .1 .2  c o n sid e - 

rando un nûmero de 690 r e s to s  p a ra  l a  m olécule de FC ab ')^ .

3 . 8 . -  MODIFICACION DE LOS OIÜPOS AMINO . -

3 .8 .1 . -  M odificac ién  de lo s  grupos amino de l a  IgG . -

3 . 8 . 1 . 1 . -  R eaccién de -m odificacién  . -

Los grupos amino de l a  IgG se  m odifican con c ia n a to  p o ta s io o  de 

acuerdo con e l  p rocedim ien to  d e s c r i to  po r Nakagawa y c o l .  (142). A una so lu  

c ié n  de IgG (3 mg/ml) ed un tampén de fo s fa to  sàd ico  0 .1  M, pH 7 .7 , ee le  

aBade c ia n a to  p o ta s io o  c r i s ta l iz a d o  h a s t a  d a r una co d cen trac ién  f i n a l  de 

c ia n a to  de 0 .3  M. La re a c c ié n  se  l l e v a  a  çabo a  tem pera tu ra  am biente con 

a g i ta c ié n  m anteniendose e l  pH a 7 .7  po r a d ic ié n  de ac ido  a c é t ic o  IM.

Se toman a l ic u o ta s  a  l a s  12, 24, 48 y 72 h o ra s , se  d ia l iz a n  f r e n te  

a  so lu c ié n  s a l in a ,  se  c e n tr ifü g a n  a 3800 g  d u ran te  3 m inutos y se cromato— 

g ra f ia n  a  tr a v é s  de una columna de U ltro g e l AcA 44.

3 . 8 . 1 . 2 . -  C u a n tif ic a c ié n  d e l nûmero de grupos amino m odificados . -

Se deduce a p a r t i r  del nûmero de grupos amino l i b r e s  que desapare-
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cen como consecuencia  de l a  m od ificac ién . El nûmero de grupos amino l i b r e s  

se  déterm ina segûn e l  método d e s c r i to  por F ie ld s  (145). A 1 ml de una d iso ­

lu c ié n  de IgG o IgG carbam ilada a d is t i n to s  tiem pos en 0 .1  M, NaOH

0 ,1  M, se  l e  aRaden 10 ng de ac ido  2 ,4 ,6 - tr in i tro b e n c e n o su lfé n ic o  en 0 .02  

ml de HgO. Pasados 10 m inutos, l a  re a c c ié n  se  p ara  por a d ic ié n  de 2 ml de 

NaHgPO^ 0 .1  M, Na^SOj 1 .5  mM y se  déterm ina l a  ab so rc ién  é p t ic a  a  420 nm.

EL c o e f ic ie n te  de e x tin c ié n  u t i l i z a d o  p a ra  e l grupo amino m odificado con 

ac ido  2 ,4 ,6 - tr in itro b e n c e n o su lfo n ic o  (TNBS) es de 19200 M ^ cro”^ a  e s ta  

lo n g itu d  de onda.

5 .8 .2 . -  M odificacién  de lo s  grupos amino d e l F (a b ')_  •“

5 .8 .2 .1 . -  Reaccién de m od ificacién  . -

Se r e a l iz e  segûn lo  d e s c r ito  en e l  apa rtad o  5*8 .1 .1  para  l a  IgG.

3 .8 .2 .2 . -  C u a n tif ic a c ié n  del nûmero de grupos amino m odificados . -  

Se sigue  e l procedim ien to  d e s c r i to  en e l  ap artado  3 * 7 .1 .2 .

3 . 9 . -  MODIFICACION Iffi LOS RESTOS DE TRIPTOFANO DEL F ( a b ' ) g  . -

3 .9 .1 . -  R eaccién de m o d ificac ién  . -

La m odificacién  quim ica de lo s  r e s to s  de Trp del F (a b ')g  se l l e v a  

a  cabo de acuerdo cqn e l  método d e s c r ito  po r Horton y Koshland ^144). A l a  

p ro te in a  ( 7 mg/ml) en HAc/NaAc 0 .1  M, pH 4 .5  d is t r ib u id a  en d is t in to s  v la ­

i e s  se l e  ahaden can tid ad es  c re c ie n te s  de bromuro de 2 -h id ro x i-5 -n itro b e n c i 

lo  (NBB) de modo que l a  co n cen trac ién  de ré a c t iv e  (NBB) con re sp ec to  a  l a  

p ro te in a  sea  100, 500 é 600 veces s u p e r io r  en base  m olar. EL NBB se ahade a 

l a  d iso lu c ié n  de p ro te in a  d is u e lto  en dioxano y a  una co n cen trac ién  t a l  que
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l a  r e la c ié n  volumen diozano/volum en d is o lu c ié n  p ro te ic a  no su p e rs  e l  5 %.

La d is o lu c ié n  r é s u l t a n t s  se  m antiene en a g i t a c ié n  d u ran te  1 h o ra  y a  o o n t i -  

n u ac ié n  se  d i a l i z a  f r e n te  a  s o lu c ié n  s a l in a .  Se c e n tr i f u g a  y se  c ro m ato g ra - 

f f a  a  tr a v é s  de U ltro g e l AcA 44*

3 .9 * 2 .-  C u a n tif ic a c ié n  d e l numéro de r e s to s  de t r ip to f a n o  m od ificados . -

El numéro de r e s to s  de Trp m odificados se  deduce d e l v a lo r  de ab—  

s o rb a n c ia  de l a  p ro te in a  m od ificada  a  410  nm, considerando  un c o e f ic ie n te  

de e x tin c ié n  p a ra  e l  grupo in d o l m odificado de 16000 cm**̂  a  un pH aupe

r i o r  a  12 (145)*

3 .1 0 . -  CONTROL ESTRUCTURAL DE LAS MODIFICACIONES QUIKICAS . -

3 .1 0 .1 . -  E sp ec tro  de d icro ism o  c i r c u l a r  . -

Los e sp e c tro s  de d icro ism o  c i r c u l a r  de l a s  p ro te ln a s  n a t iv a s  y  mo­

d if ic a d a s  se  r e a l iz a n  e n tr e  210 y 320 nm en un d ic ré g ra fo  Jo b in  Yvon, Mack 

I I I ,  p ro v is to  con lam para Xenon de 250 W, a  una v e lo c id a d  de b a r r id o  de 0*5 

nm /sg. Todas l a s  mues t r a s  son p rev iam ente f i l t r a d a s  a  t r a v é s  de un f i l t r e  

H i l l ip o r e  de 0 .4 5  m icras de d i6 n e tro  y  e s ta n  d is u e l t a s  en un tampén de fo s ­

f a to  0.004 K, NaCl 0 .8 5  %* EGTA 10 mM y MgCl^ 4*5 mM, pH 7*21 p a ra  e l  F(ab')^ 

y en so lu c ié n  s a l in a  p a ra  l a  IgG. La tem p era tu ra  a  l a  que se  o b tie n e n  lo s  

e sp e c tro s  es de 20"C y l a s  co n can trac io n es  de p ro te in a  u t i l i z a d a s  son 200 

/ig/m l en e l  u l t r a v i o l e t a  le ja n o  (210-240 nm) y  de 1 mg/ml en e l  u l t r a v i o l e -  

t a  proximo (250-320 nm). Los r e s u l ta d o s  se  expresan  en te rm in es  de je ] e l ig  

t i c id a d  media p o r r e s id u e  en un idades de g r a d e < cm ^/decim ol, p a ra  un peso 

medie po r re s id u e  de 110 D alton .
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5 .1 0 .2 .-  Inm unodlfüslon doble b ld lm eneional . -

Se l l e v a  a  cabo segun lo  d e s c r i to  en e l  apartado  3 .2 .1  excepte  que 

en vez de a g a r  se u t i l i z a  agaro sa  (BKl) oomo lecho  de g e l .  A parté del a n t i ­

suero  a n t i -^ -g lo b u lIn a s  de conejo  se  u t i l i z a  un a n tisu e ro  a n ti -p fb 'o b te n id o  

t a l  como se  in d ic a  en e l ap artado  3*5 . 1 .

3. 10 . 3. -  f i l t r a c i é n  en g e l . -

Se r e a l i z a  segun se  d e sc r ib e  en e l  apartado  3 .2 .3 .

5. 1 0 . 4 . “  E le c t ro fo r e s is  en agarosa  . -

Se l l e v a  a  cabo en p la ç a s  de agarosa  a l  1% en e l  tampén d e s c r ito  

p a ra  in m u n o e le c tro fo re s is  en e l  apa rtad o  3 .2 .2 . La m uestra se in tro d u ce  en 

o r i f i c i o s  de 1 mm de d iém etro p ra c tic a d o s  en e l g e l mediante  una p ip e ta  Pas 

te u r  c a lib ra d a  y l a  e le c t r o f o r e s i s  se  l l e v a  a  cabo en e l  tampon mencionado 

ap licando  una ca fd a  de ten s io n  de 5 V/cm d u ran te  3 ho ras 30 m inutos.

T ras l a  e l e c t r o f o r e s i s ,  e l  g e l de ag aro sa  se  tiH e en l a  so lu c ié n  

de tefüdo  d e s c r i ta  en e l apa rtad o  3 .5 .2  du ran te  3 hoiras y se d estiR e con l a  

so lu c ié n  de desteR ido  d e s c r i ta  en e l  mismo ap a rtad o .

3 . 1 1 . -  ACTIVIDAD ANTICUERPO . -

3 . 1 1 . 1 . -  T itu lo  de hem ag lu tinacién  . -

El t i t u l o  de hem ag lu tinacién  de l a  IgG y del P (a b ')g , n a tiv e  o mo­

d if ic a d o , se  c a lc u la  de acuerdo con e l  p rocedim iento  d e s c r ito  en e l  a p a r ta ­

do 3 . 1 . 1 . ^  t i t u l o  de hem ag lu tinacién  se da como l a  minima c an tid ad  de an

tic u e rp o  que es capaz de a g lu t in a r  lo s  hem atles en e s ta s  co nd ic iones.
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3 .1 1 ,2 .-  In co rp o rac lén  ra d lo a c t lv a  . -

3 .1 1 .2 .1 .-  M arcaje d e l F(ab^)g . -

Se procédé a l  m arcaje de l rC ab ')^  , n a tiv e  o m od ificado , con 

p o r e l  método de l a  c lo ram ina T (14 6 ) .

A 100 fig  de p ro te in a  en 100 / i l  de so lu c io n  s a l in a  se  aHaden 50 /i l 

de ( 1 mCi) en un tampon fo s fa to  0 .5  M, pH 7 .5 , e inm ediatam ente se

anaden 100 / i l  de c lo ram ina T ( s a l  so d ica  de N-monoc1oro -p -to luensu lfonam ida) 

a  una co n cen trac ién  de 1 mg/ml en H^O. T ran scu rrid o  1 m inute , se  ad ic io n an  

100 / i l  de m e ta b ls u lf i to  séd ico  (1 mg/ml en HgO). Despues de t r è s  m inutos se 

ad ic ionan  0 .5  ml de so lu c ié n  s a l in a  y -s e  d ia l iz a  f r e n te  a  so lu c ié n  s a l in a  

i r f a .  T ran scu rrid o s  60 m inutos se  ad ic io n a  1 ml de album ina de huevo ( l  tag/ 

ml) y se  co n tin u a  l a  d i a l i s i s  en f r i e  con oanibios fre c u e n te s  has t a  ob ten e r 

fonde en lo s  l iq u id e s  de d i a l i s i s .

3 . 11 . 2 . 2 . -  Incozrporacion ra d io a c tiv a  sobre l a  s u p e r f ic ie  d e l e r i t r o c i t o  . -  

E r i t r o c i to s  de c a m e ro , a l  0 .75  % de co n cen trac ién  f i n a l ,  se in c u -

ban con lo s  F (a b ')g  marcados rad io ac tiv am en te  d u ran te  1 h o ra  a  37°C , *n * 

una so lu c ié n  s a l in a  que co n tien e  suero  de conejo  no inmunizado a una d i lu — 

c ié n  1/ 200. T ran scu rrid a  l a  ho ra  de incu b ac ién , se  toman 200 p i  de cada tu ­

bo y se  dep o sitan  sobre  50 p i  de a c e i te  de inm ersién  ( Im m ersionsol, dendi— 

dad = 1 .0 2 , de Merck) en tubes de p o lie s t i r e n o  (4OO p l  de c ap ac id ad ), y se 

c e n tr ifü g a n  duran te  3 minutos a  10000 g  en una m icrofuga Beckman TM B.

Tras l a  c e n tr ifu g a c ié n  se  c o rta n  lo s  tubos por l a  m itad de l a  capa de a c e i­

te  y se cuen ta  l a  ra d io a c tiv id a d  del fonde y de l a  p a r te  su p e r io r  d e l tubo.
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3.12 MEDIDA IE LA ACTIVIDAD ANTICOMPLiïîENTAHIA DEL F (a b ')g  POR LA VIA 

ALTERNATIVA

Se sig u e  e l  procedim ien to  d e s c r ito  po r A lbar (8 9 ).

A 0 .25  ml de e r i t r o c i to s  a l  O.3  % en so lu c io n  s a l in a  p a ra  l a  v ia  

a l t e m a t iv a  (NaCl 0 .15  M, Na^HPO  ̂ O.OO4 M, EGTA 10 mM y MgClg 4 .5  mM, pH 

7 . 2 1 ) se l e  ad ic io n an  c an tid ad es  c re c ie n te s  de F (a b ')g  a n t i - e r i t r o c i t o  

( F (a b ')g -a E  ) ,  c o n tro l 0 m odificado, en un volumen de 0 .25  ml de l a  so lu —

c ié n  mencionada an te r io rm en te . Se incuba 1 ho ra  a  37% y se  ahade 1 ml de

una d i lu c ié n  de suero  de conejo no inmunizado de modo que l a  d ilu c ié n  f i n a l  

d e l suero  sea  1 /2 0 . T ras 1 hora  de incubac ién  a  37°C se c e n tr ifu g a  a  500 g 

y se  le e  l a  ab so rb an c ia  d e l sobrenadante  a  414 nm.

El 100 % de l i s i s  se o b tien e  adicionando  H^O en vez de suero  a l a  

su spensién  de e r i t r o c i t o s .  Los c o n trô le s  de l i s i s  in e s p e c if ic a  se ob tienen  

incubando e l  suero  con e r i t r o c i t o s  s in  F (a b ')g  0 con F (a b ')g  a n t i— album ina 

( F (ab ')g -aA  ).

La f ig u ra  numéro 12 m uestra un esquema del p rocedim iento  u t i l iz a d o .

La a c tiv id a d  h e m o lltie a  r e l a t i v a  de lo s  f ragmento s  m odificados con

re sp e c to  a l  c o n tro l  se c a lc u la  segun l a  s ig u ie n te  ex p re s ién :

% A ctiv id ad  h e m o llt ic a  r e l a t i v a  »

_ de F ( a b ')_ n a tiv e  n e c e sa r io s  p ara  p ro d u c ir  e l 50 % de l i s i s  ^
"  pg  de F(ab )^ m odificado n e c e sa r io s  p ara  p ro d u c ir  e l 50 % de l i s i s

y  A ctiv id ad  a n tic u e rp o  del F ( a b 'L  n a tiv o  
A ctiv id ad  a n tic u e rp o  del F (a b ')_  m odificado
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ERITROCITOS DE 
CARNERO 

(EGTA,

INCDBACION 1 h o ra , 57^

SUERO 
(FUENTE IE  COMP.) 

(EGTA,K^+ )

INCUBACION 1 h o ra , 37*'3

CENTRIIUGACION

ABSORBANCIA 414 nm

P(ab')g nativo o modificado.

Figura nc 12.- Qisayo hemolitico por la via altemativa del oomplemento.
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3 .1 3 .-  MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CITOFILICA

3 . 13 . 1 . -  O btencl6n de N eu tro f llo e  de cone.io

Se o b tlen en  n e u t r é f i lo s  p e r l to n e a le s  de conejo sigu lendo  l a  método 

lo g îa  d e s c r i ta  p o r Cohn y Morse (147).

A cone jo s de l a  ra z a  New Zealand se l e s  in y ec ta  in t r a p e r i to n e a lmen 

te  200 ml de una so lu c iô n  de glucogeno a l  0 .1  % en so lu c io n  s a l tn a .  Transcu 

rr id o s   ̂ d ia s  se  r e p i t e  l a  inyecc l6n  en l a  cav idad  p e r i to n e a l y , cu a tro  ho 

ra s  despues de e s ta  segunda in y e c c ié n , se  iny ec tan  in tra p e r ito n e a lm e n te  100 

ml de so lu c i6 n  s a l in a  con h ep a rin a  (3 un idades por m l). A co n tinuac ion  se 

ex trae  l iq u id e  p e r i to n e a l  m ediante punciôn con una ag u ja , se c e n tr ifu g a  a 

400 g d u ran te  3 m inutes y e l  sedim ento o e lu la r  se  lav a  un p a r de veces con 

soluci&n s a l in a .  T ras e l  segundo lavadcy l a s  c é lu la s  se resuspenden en una 

so luciôn  de NH^Cl a l  0 .83  se de jan  3 m inutes a  37*0 , con le  cual se l i -  

san l e s  e r i t r o c i t o s ,  y se  c e n tr ifu g a  a  4OO g du ran te  3 m inutes. Las c é lu la s  

se  resuspenden en so lu c iô n  s a l in a  y se  lavan  t r è s  veces en e s te  medio en e l 

que quedan f i n a lmente  re su sp en d id aa .

De l a  suspensiôn  c e lu ia r  se  toman lu  ^1 y se aSaden sobre 90 p l  de 

una d iso lu c iô n  de azu l de to lu id in a  a l  0 .1  % en so lu c iô n  s a l in a .  Las c é lu — 

ISLS se cuentan  en e s te  medio a  l a  vez que se comprueba e l de c é lu la s  que 

no son n e u t r ô f i lo s .  F inalm ente, l a s  c é lu la s  se dejan a  una co n cen trac iôn  de 

4 x 10^ c é lu la s /m l en so lu c iô n  s a l in a .

3 . 13 . 2 . -  Formaciôn de ro s e ta s  . -

A una suspensiôn  de e r i t r o c i to s  de c am e ro  se le  afiaden oan tid ad es 

d e c re c ie n te s  de an tic u e rp o  con a c tiv id a d  a n t i - e r i t r o c i t o  de modo que l a  con 

cen trac iô n  f i n a l  sea  0 .3  #  en e r i t r o c i t o s  con ten idos en un volumen de 1 ml
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ERITROCITOS 
DE CARNERO ANTICUERPO aE

INCTJBACION 1 h o ra , 37*0

NEDTROîILOS

CENTRIFUGACION 40 g , 5 m inutes

2 horas* 4*0

RESUSPENDER Y CONTAR 
% DE HOSETAS

(% NEUTROFILOS RODEADOS POE MAS 
DE TRES ERITROCITOS)

F igu ra  n6 1 3 .-  Qisayo de form aciôn de ro s e ta s .
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de so lu c iô n  s a l in a  que con tien e  ovoalbumuna a l  0 .2  %, Se incuban 1 h o ra  a

37 °0 y 200 ^1  de cada una de e s ta s  suspensiones se ad ic io n an  sobre d i s t i n -  

to s  tuboi 

la s /m l) .

to s  tubos que con tienen  200 ^  de l a  suspensiôn  de n e u tr ô f i lo s  (4*10^ c e lu -

La suspensiôn  de n e u tr ô f i lo s  con e r i t r o c i to s  ac tiv ad o s  con inoiuno- 

g lo b u lin a  se  c e n tr ifu g à  a  40 g du ran te  5 m inutes y se l l e v a  a  4% d u ran te  

2 h o ra s . Pasado e s te  tiempo se  resuspende cuidadosam ente e l  sedim ento c e lu -  

l a r  y se  ve e l  p o ro en ta je  de c é lu la s  rodéadas po r mas de t r è s  e r i ­

t r o c i to s  (so lo  en e s te  caso se  con sid eran  p o s i t iv a s  l a s  r o s e ta s ) .

La f ig u ra  numéro 13 m uestra un esquema del p rocedim iento  segu ido .

3 . 13 . 3 . -  In h ib ic iô n  de ro s e ta s  . -

A p a r t i r  de lo s  da to s d e l apartado  a n te r io r  se puede conocer l a  

c an tid ad  de IgG-aË con que es n e c e sa r io  s e n s ib i l i z a r  lo s  e r i t r o c i to s  para  

o b ten e r e l  50 % de ro s e ta s .  Se toman 200 ^  de e r i t r o c i to s  s e n s ib il iz a d o s  

con e s ta  c a n tid a d  de IgG y se ad ic io n an  sobre 200 yil de n e u tr ô f i lo s  a  lo s  

que previam ente se han ad ic ionado  o an tid ad es d e c re c ie n te s  de IgG, c o n tro l 0 

m odificada , o sus re s p e c tiv o s  f ragmento s  (Pacb, F (a b ')g  y p F o ')  con a c t i v i ­

dad an ti-a lb u m in a  humana. Se c e n tr ifu g a  a  40 g y se  m antiene a 4*0 du ran te  

2 h o ra s . El ta n to  po r c ie n to  de in h ib ic iô n  de l a s  d i s t i n t a s  m oléculas se 

c a lc u la  con re sp e c te  a  un c o n tro l en e l que se ha ad ic ionado  F (ab ')^ -aA  a 

l a  suspensiôn  de n e u t r ô f i lo s .  EL ta n t o ,por c ie n to  de in h ib ic iô n  se o b tie n s  

segun l a  s ig u ie n te  ex p re s iô n :

% de in h ib ic iô n  =

/ 5é de ro s e ta s  en p re se n c ia  de l a  o ro te in a  co rre sp o n d ien te  
'   ̂ % de ro s e ta s  en p re se n c ia  de F (a b 'L -a A  * 1 °° ;



RESULTADOS
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4 .1 . -  OBTENCION DEL SUERO IE CONEJO . -

La In m u n o e lec tro fo res is  de l suero  de cone jo , reve lado  f r e n te  a  un 

a n tisu e ro  a n t l - p r o te ln a s  s é r ic a s  to t a le s  de co n e jo , se  m uestra en l a  f ig u ra  

numéro 14.

4 .2 . -  OBTENCION DE LA IgG DE CONEJO . -

Como consecuencia  de l a  c ro m ato g rafla  de Interccunblo iô n lc o  se ob­

t ie n s  un un lco  p ioo de ab so rc iô n  a  260 nm ( f ig u ra  n* 1 6 ) .  Del p ic o , b a s ta n -  

te  ex tend ido  en su  p a r te  p o s te r io r ,  se  reunen l a s  fra c c io n e s  con absorbant— 

c ia  s u p e r io r  a  0 . ) .  La so lu c iô n  r é s u l ta n t s  se  concen tra  y se  procédé a some 

t e r l a  a  lo s  ensayos de pureza c o rre sp o n d ie n te s .

4 .2 .1 . -  C r i t e r io s  de pu reza  . -

4 . 2 .1 .1 . -  Ininunodifusiôn doble b id im ensional . -

La p rep a rac iô n  de IgG se e n fre n ta  ta n to  a un a n tisu e ro  a n t i - p r o te  

In as  s ô r io a s  to t a le s  de oonejo como a  un a n tis u e ro  a n ti-Y -g lo b u lin a s  de co­

n e jo . Por e s te  c r i t e r i o  se consideran  puras l a s  p rep a rac io n es que dan una 

un ioa  banda de p re c ip i ta c iô n  ( f ig u ra  n* 3 3 ) .

4 . 2 .1 .2 . -  In m u n o e lec tro fo re s is  . -

Por este criterio se consideran puras aquellas preparaciones en 

que sôlo se aprecia un unico arco de precipitaciôn (figura n= 14).

4 .2 .1 .3 . -  P i l t r a c iô n  en g e l . -

Por este criterio se consideran puras las preparaciones de IgG que 

en el elu^do dan un solo pico de absorciôn a 280 nm. El volumen de eluciôn
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Figura n» 1 4 .-  In m u n o e lec tro fo re s is  f r e n te  a  un a n tisu e ro  a n t ip ro te in a s  s é -  

r i c a s  de conejo  de a )  suero  de oonejo  y b )  p rep a rac iô n  de 

IgG.

F igura n® 1 5 .-  Inm unodifusiôn de 4 p rep a rac io n es  de IgG f r e n te  a  un a n tis u e  

ro  a n t ip ro te in a s  s ô r ic a s  de co n e jo . El p o c i l lo  c e n tr a l  con— 

t ie n e  e l  a n tis u e ro  y lo s  e x te m o s  con tienen  d i s t i n t a s  p repa­

ra c io n e s  de IgG.
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280 nm 

2.0 -

15

1.0

0 5 -

H h
20 30 40 50 60 70 fracciones

F igura  n® 1 6 .-  E luido de l a  c ro m ato g ra fla  de l a  fra c c iô n  s é r ic a  in s o lu b le  

en (NH^)gSO^ 1.33 M a  t r a v é s  de una r é s in a  de c e lu lo sa  

DEAE-11.

50
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(Ve) de e s te  p ico  se  corresponde con una e sp ec ie  m olecu lar de 150000 D alton 

( f ig u ra s  17 y  18)

4 .2 .1 .4 * -  E le c t ro fo r e s is  en g e l de p o lia c r i la m id a  . -

Dada l a  he te ro g en e id ad  m olecu lar de l a  IgG de conejo  no se  observa 

una banda n l t i d a  po r e le c t r o f o r e s i s ,  s in o  a lg e  d ifu s a  ( f ig u ra  n® 1 9 ) . Por 

e s te  c r i t e r i o  se  c o n s id é ra  pu ras a q u e lla s  p rep a rac io n es  en que sô lo  se 

a p re c ia  e s ta  banda d ifu s a .

Superados todos e s to s  c r i t e r i o s  de pu reza  se  procédé a  l a  o b ten - 

c iô n  de lo s  d iv e rso s  fragm entes o a l  a n a l i s i s  fu n c io n a l co rre sp o n d ien te .

4 . ) . -  OBTENCION DEL FRAGHENTO Ibcb . -

La inm unodifusiôn d e l d ig e r id o  p lasm in ico  de l a  IgG se  m uestra en 

l a  f ig u ra  n® 20. Puede a p re c ia rs e  l a  p re se n c ia  de dos e sp e c ie s  m olecu lares 

d i s t i n t a s ,  una que da id e n tid a d  peorcial con l a  IgG de p a r t id a  y o t r a ,  mas 

a le ja d a  del p o c i l lo  c e n tr a l  d e l a n t i s u e ro ,  que da id è n tid a d  t o t a l  con e l  es 

polôn de l a  IgG. La e le c t r o f o r e s i s  en g e l de p o lia c r i la m id a  en p re se n c ia  de 

SDS ( f ig u ra  n® 21) m uestra una banda a  un peso m olecu lar lig eram en te  in f ee­

r i e r  a l  de l a  IgG y o t r a  que m igra con e l  f r e n te  (PM ^  25000 D a lto n j.

El p e r f i l  de e lu c iô n  de e s te  d ig e rid o  a  tra v é s  de una oolumna de 

AcA 44» e q u il ib ra d a  con u rea  6 H, se  m uestra en l a  f ig u ra  n® 23 j .  El prim er 

p ico  del e lu id o  se  d ia l i z a  f r e n te  a  so lu c iô n  s a l in a  y se  co n cen tra . La eleo  

t r o f o r e s is  en g e l de p o lia c r i la m id a  en p re se n c ia  de SDS y ag en te s  reduc to — 

re s  ( f ig u ra  n® 22) m uestra  l a  p re s e n c ia  de IgG no d ig e r id a  contaminando e l 

fragm ente Facb con ten ido  en e s te  p ic o .

Dado que e l  fragm ente fbcb ca rece  de l a  reg ion  c o rre sp o n a ien te  a l
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0 .2 -

0.14

Ve(ml)

F igura no I ? . — E luido de l a  p rep a rac iô n  de IgG a  trav ée  de Sephadex G—200,
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PM

Ig A
facb

A. BOV

OVO.

p̂Fc'

MIOG.

10 09060 70 80
Ve(ml)

F igu ra  n* 1 8 .-  R ep resen tac ién  de lo s  volumenes de e lu c io n  (Ve) de l a s  pro» 

te ln a s  p a tro n es  y de l a  IgG y  sus co rre sp o n d ien te s  fragmen­

te s  f r e n te  a l  logaritm o  de sus pesos m olecu lares.
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Figura no I ? . -  E L ec tro fo res ia  en g e l 

de p o lia c r i la m id a  a l  

7 .5  % de l a  p re p a ra -  

c io n  de IgG,

F igu ra  n» 2 0 .-  Inm unodifusiôn d e l d ig e rid o  p lasm in ico  de IgG f r e n te  a  un an 

ti s u e ro  a n ti-% -g lo b u lin a s . Los p o c il lo s  co n tienen  a )  IgG, b ) 

c o n tro l de l d ig e rid o  p lasm in ico  (IgG+ â c id o + u re a )  y c )  d ige 

r id o  p lasm in ico  de IgG,
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a b c d e f g h  I

Figura  n° 2 1 .-  E le c t ro fo r e s is  en g e l de p o lia c r i la m id a  a l  7*5 % sn  p re s e n —  

c ia  de SIS de a )  IgG, b )  F (a b ')g ,  y c - i )  IgG d ig e r id a  con 

plasm lna du ran te  2 , 4» 6 , 8 , 10, 12 y 24 h o ra s .

a  h  e  A

Figura n® 2 2 .-  E le c t ro fo r e s is  en g e l de p o lia c r i la m id a  a l  7*5 % en p resen— 

c ia  de SIS y ag en te s  redücto re s  de a^ IgG, b )  p rim er p ico  

de l a  c ro m ato g ra fla  en p re se n c ia  de u rea  d e l d ig e r id o  plasm ! 

n ic o , c )  F (a b ')g  y d) p rim er p ico  de l a  c ro m ato g ra fla  de l d i 

g e rid o  p lasm in ico  t r a s  su  paso por un inm unoadsorbente a n t i -  

-pPcT
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A 200 nm.

0.5 -

8040 50 60 70 FRACCIONES

F igu ra  n» 2 J . -  P e r f i l  de e lu c ié n  d e l d ig e r id o  p lasm in ico  de IgG a t r a v é s  de 

U ltro g e l AcA 44 en cond ic iones d e s n a tu ra l iz a n te s .
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pF c 'de  l a  IgG, l a  p re p a ra c ié n  co rresp o n d ien te  a l  p rim er p ico  de l e lu fd o  se  

c ro m ato g ra fla  a  tr a v é s  de un inm unoadsorbente a n t i - p f b ' a  f i n  de e lim in a r  

l a  IgG no d ig e r id a . La p a r te  no r e te n ld a  es e l  Ihcb que se  somete a  lo s  co­

rre sp o n d ie n te s  o r l t e r i o s  de pureza*

4 . 5 . 1 . -  C r i te r io s  de pureza  . -

4 . 3 . 1 . 1 . -  Inm unodifusiôn doble ÿ id im enslonal . -

La inm unodifusiôn de l a  p rep a rac iô n  de Facb f r e n te  a  un a n tis u e ro  

a n t i -^ -g lo b u lin a s  se m uestra en l a  f ig u ra  n= 24 . La Id en tid ad  p a rc ia l  d e l 

F (a b ')g  con e l  Facb, y de e s te  con l a  IgG e s ta  de acuerdo con la s  c a ra c te — 

r i s t i c a s  e s t r u c tu r a le s  d e l fragm ente.

4 . 3 . 1 . 2 . -  In m u n o e lec tro fo res is  . -

Las p rep a rac io n es  de fkcb m uestran una u n ica  banda de p r é c ip i t a — 

c iô n  f r e n te  a  un a n tis u e ro  à n t l -^ - g lo g u lI n a s . El fragm ente m uestra una mo- 

v i l ld a d  mas anôd ica  que l a  IgG de p a r t id a  ( f ig u ra  nO 25).

4 . 3 . 1 . 3 . -  F i l t r a c iô n  en g e l . -

El p e r f i l  de e lu c iô n  de l a  p rep a rac iô n  de Facb a  t r a v é s  de Sepha­

dex G-^200 se m uestra en l a  f ig u ra  n* 26. E l volumen de e lu c iô n  del p ico  se  

corresponde con e l  de una e sp ec ie  m olecu lar de 133000 L aiton  ( f ig u ra  n * 'I8 )

4 . 3 . 1 . 4 . -  E le c t ro fo r e s is  en g e l de p o lia c r i la m id a  en p re se n c ia  de SDS . -  

La e le c t r o f o r e s i s  de l a  p rep a rac iô n  de Facb en p re se n c ia  de SDS y

ag en te s  re d u c to re s  m uestra l a  au seno ia  de cadena pesada a s l  como l a  p resen­

c i a  de una e sp ec ie  m olecu lar a  un peso m olecu lar in term edio  e n tre  cadena pe
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F ig u ra  n* 24«- Inm unodlfixsiôn f r e n te  a  un a n t is u e ro  a n t i -y -g lo b iu in a s  de 

a )  IgG, b )  Bacb y  o)  ? ( a b ') g .

F igu ra  n °  2 5 .-  In in u n o e leo tro fo re s is  f r e n te  a  un a n tis u e ro  a n t i -y -g lo b u lin a s  

de a )  IgG, b )  Facb y o)  F (a b ')g .
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A 280 nm.

02 -  .

0 .1-

VO

Figura n» 2 6 .-  P e r f i l  de e lu ci6n  de la  preparaciôn de ïkcb a travée de

Sephadex G-200.
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sada y l i g e r a  que corresponde a  l a  po rc lôn  de cadena pesada del Facb ( f lg u  

r a  no 2 2 ).

4 .4 . -  OBTENCION DEL ÏBACMSNTO F (a b ')g

El p e r f i l  de e lu c iô n  d e l d ig e r id o  pep sin ico  de l a  IgG a tra v é s  de 

ü l t ro g e l  AcA 44 se m uestra  en l a  f ig u ra  n= 27.  El prim er p ico  es F (a b ')g  

que se  con cen tra  y se  comprueba an pu reza .

4 .4 .1 * -  C r i te r io s  de pu reza  . -

4 . 4 .1 .1 . -  Inm unodifüsiôn doble b id im e n s io n a l.. -

La f i g .  n* 28 m uestra e l  oomportamiento d e l F (a b ')g .  Se observa una 

u n ica  banda de p re c ip i ta c iô n  que da id e n tid a d  p a rc ia l  con IgG y no id e n t i— 

dad con una p rep arac iô n  de p F e '.  La f ig u ra  n* 24 m uestra l a  id e n tid a d  p a r— 

c i a l  de F (a b ')g  con Facb.

4 .4 .1 .2 . -  In m u n o e lec tro fo res is  . -

La p rep a rac iô n  de F (a b ')g  da una u n ica  banda de p re c ip ita c iô n  como 

puede o b se rv a rse  en l a  f ig u ra  n* 25.

4 .4 .1 .3 . -  F i l t r a c iô n  en g e l . -

La p rep arac iô n  de F (a b ')g  da un û n icc  p ico  por f i l t r a c iô n  en g e l 

( f ig u ra  n* 29) a  un volumen de e lu c iô n  que se  corresponde con un peso mole­

c u la r  de 98000 l a i to n  ( f ig u ra  n* 1 8 ).

4 . 4 .1 .4 . -  E le c t ro fo re s is  en g e l de p o lia c r ila m id a  en p re se n c ia  de SDS

La f ig u ra  n<> )0 m uestra l a  u n ica  banda que exhiben la s  p ré p a ra -
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50 60 19070 80 90 100 110 120
FR A C C œ

F igu ra  n= 2 7 .-  P e r f i l  de e lu c i6 n  del d ig e rid o  pep sin ico  de IgG a  tr a v é s  de 

U ltro g e l .AcA 44»



01

F igura  n® 2 8 .-  Innm nodifuaién f r e n te  a  un a n tisu e ro  a n ti-Y -g lo b u lin a s  de 

a )  IgG, b )  F (a b ')g  y c )  p ib .'
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Figura nO 2 ? .-  P e r f i l  de e lu cion  de la  preparaci6n de F(ab')g a travée de

Sephadex G-200,
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c lo n es  de F (a b ')g  po r e s ta  té c n lc a .

4 . 5 . -  OBTENCION DEL FRAOIENTO p P o '. -

De l a  crom atograf£a de l a  d ig e s tio n  p e p s ln lc a  de l a  IgG en U ltro — 

g e l AcA 44 se  reunen y concen tran  l a s  fra c c io n e s  co rre sp o n d ien te s  a l  segun­

do p ico  de l e lu fd o . ( f ig u ra  n* 27 ). E ste  p ic o , que corresponde a  p l b ' , s e  so­

mete a lo s  d i s t i n to s  c r i t e r i o s  de pu reza .

4 . 5 . 1 . -  C r i te r io s  de pu reza  . -

4 . 5 . 1 . 1 . -  Inm unodifusién doble b id im ensiona l . -

La p rep a rac ién  de pFc‘'m uestra  una u n ica  banda de p re c ip i ta c ié n  que 

da id e n tid a d  p a rc ia l  con IgG y no id e n tid a d  con F (a b ')g  ( f ig u ra  n* 26).

4 . 5 . 1 . 2 . -  In in u n o e lec tro fo re s is  . -

Aparece un unioo aroo  de p re c ip i ta c ié n  de m ovilidad mas anéd ica  

que l a  IgG ( f ig u ra  n® 31).

4 . 5 . 1 . 3 . -  F i l t r a c ié n  en g e l . -

La f ig u ra  n® 32 m uestra e l  p e r f i l  de e lu c iô n  de l a  p reparac iôn  de 

pFc' .  El volumen de e lu c iô n  corresponde a  una e sp ec ie  m olecu lar de 25000 

Dalton ( f ig u ra  n® 1 8 ).

4 . 5 . 1 . 4 . -  E le c t ro fo r e s is  en g e l de p o lia c r ila m id a  en p re se n c ia  de SDS . -  

Aparece una u n ica  banda a un peso m olecu lar de 11500 Dalton ( f ig u ­

r a  n® 33) en g e le s  a l  15 %.
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a b e d

F ig u ra  n« 3 0 .-  E le c t ro fo re a ia  en g e l de p o lia c r i la m id a  a l  7*5 % en preaen- 

c ia  de SDS de a ,  b ,  c )  t r e e  p rep a rac io n es  de F (a b ')g  y 4) 

IgG.

F igu ra  n® 3 1 .-  In m u n o e lec tro fo re s is  f r e n te  a  un a n tisu e ro  a n t i - f - g lo b u l in a a  

de a )  IgG y b^ p P o '.
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Figura n*» 3 2 .-  P e r f i l  de e lucion  de la  preparaciôn de p îb 'a  través de

Sephadex G-200,
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F igura  n» 3 ) , -  E le c tro fo re a ia  en g e l de po 

l ia c r i la m ld a  a l  15  96 en pre 

aen c ia  de SDS y ag en tea  re ­

duo to r  ea de a )  Ovoalbuminat 

(45000 D alto n J , cadena l i g e  

r a  (25000  D a lto n ) , o i to o ro -  

mo G (11500  D alton ) e in a u -  

l i n a  (55000  D a lto n ) , y b ) 

p F b '.

F igura  n» 34*- S L eo tro fo rea ia  en g e l  de 

p o lia c r i la m id a  a l  7*5 96 «1 

p reaen c ia  de SDS de a  y d) 

IgG red u o id a , b y c )  IgG.
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4 . 6 . -  OBTENCION DE L I IgG REDUCIDA . -

La reduocion  y a lq u l la c ié n  de l a  IgG esc in d e  lo s  pu en tes  d is u lfu r o  

in te r c a te n a r io s  de l a  m o llcu la  como m uestra  l a  e le c t r o f o r e s i s  en g e l de po - 

l ia o r i la m id a  en p re s e n c ia  de SDS ( f ig u r a  n* 3 4 ). No se  a p re c ia  l a  p re s e n c ia  

de IgG no red u o id a  y  l a s  un icaa  e sp e c ie s  m o lecu la res  o b se rv ab le s  c o rre sp o n - 

den a  cadena pesada y l i g e r a .

4 . 7 . -  MODIPICACION DE GSDFOS CABBOXILO . -

4 .7 « 1 « - M od ificac ién  de grupos c a rb o x ilo  de l a  IgG . -

La ta b la  n* 4 recoge  lo s  ta n to  p o r c ie n to  m olares de lo s  d i s t i n —  

to s  am inoacidos con re s p e c te  a l  tiempo de h i d r o l i s i s  de l a  IgG. P ara  e l  c a l

cu lo  f i n a l  de lo s  % m olares de lo s  am inoacidos (oolumna de l a  d e rech a ) se

han co n sid e rad o  lo s  v a lo re s  de Leu y Val que se  o b tie n e n  a l  maximo tiem po

de h i d r o l i s i s  y  lo s  v a lo re s  de S er y Thr que se  o b tie n e n  p o r e x tra p o la s io n

a  tiempo c e ro . Tamblen s#  co n s id e ran  e l  de Trp que se  o b tie n e  po r e l  méto 

do de Beaven y H oliday  y  e l  % de Cys que se  o b tie n e  a  p a r t i r  d e l numéro de 

p u en tes  d is u lfu r o  de l a  m oléoula.

La ta b la  n= 5 m uestra  e l  ÿt de g l ic o c o la  a  d i s t i n to s  tiem pos de mo-t 

d l f ic a c ié h  ( e l  numéro de moles en que se  increm en ta  l a  Gly se  co rresponde 

con e l  numéro de moles de grupos c a rb o x ilo  que se  han m odificado) a s !  como 

e l  % de lo s  am inoacidos que son s u s c e p tib le s  de s u f r i r  re a c c io n e s  secunda- 

r i a s .  El que no se observe  v a r ia c io n  en e l  % de e s to s  am inoacidos (H is y 

T yr) in d ic a  que no se  han producido  re a c c io n e s  sec u n d a r ia s  im p o rtan tes  p o r 

e l  p roced im ien to  empleado.

Tomando como 1320 e l  numéro de re s id u o s  de l a  IgG, se  o b tie n e  e l  

numéro de grupos c a rb o x ilo  que se  m odifican  en l a  m oléoula a  lo s  d i s t i n to s
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TIEKFO DE HIiæOLISIS (HORAS)

[NOAGIK) . 24 48 72 96 X ' X

Asx 12 .4 1 2 .4 1 2 .5 1 2 .4 1 2 .4 7 .1
Glx 1 5 .1 1 4 .7 1 5 .0 1 5 .3 1 5 .0 8 .6
Pro 8.1 8 .0 7 .8 7 .8 8 .1 4 .6
Gly 1 3 .4 13*3 12 .8 1 3 .3 1 3 .2 7 .5
Ala 9 .8 10 .1 10.1 10.2 10 .0 5 .7
Met 1 .7 1 .6 1 .8 1 .9 1 .8 1 .0
Leu 1 0 .9 10 .8 10.5 1 0 .3 10 .6 6.1
Tyr 6 .8 6 .8 6 .8 6 .7 6 .8 3 .9
Hie 5 .2 5.4 5 .1 5 .3 5 .2 . 3 .0
Lys 8 .6 8 .8 8 .9 8 .9 8 .8 5 .0
His 2 .5 2 .7 2 .3 2 .4 2 .5 1 .4
Arg 5 .5 5 .4 5 .9 5 .5 5 .6 3 .2

Thr* 18 .3 16 .0 1 2 .4 10 .2 21 .2 12.1
Ser 16 .9 12 .0 9 .4 5 .2 2 0 .4 1 1 .7
Val 20.0 20 .0 1 1 .5
II*** 7 .0 7 .0 4 .0
py**** 2.5
Trp 2 .0 1.1

Obtenidos po r e z tra p o la c l6 n  a  tiempo de h ld r o l l s l s  ce ro .

Obtenldo a  p a r t i r  de l numéro de puen tes d is u lfu ro  de l a  m olécula. 

*Obtenldo por e l  método de Beaven 7  H oliday .
X -  Media de lo s  v a lo re s  d e l % m olar de lo s  aminoacidoe in v a r ia n te s  y l a  de 

lo s  v a r ia n te s  r e f e r id a  a  lo s  in v a r ia n te s .
X -  % m olar de lo s  amino&cidos de l a  m olécula de IgG.

T abla  n<> 4 .** A n g la is  de am inoacidos de l a  IgG de oonejo.
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TIÉMPO EE MODIPICACION (MINUTOS)

AMINOACIDO C ontro l 5 10 20

Hia 1 .4 1 .5 1 .5 1 .3 1 .4

Tyr 3 .9 3.7 3.7 3 .8 3 .8

Gly 7 .5 10.2 11 .0 11.7 12 .0

A  a y — 24-7 3 .5 4 .2 4 .5

T abla n» 5 . - Contenido en m olar de h ia t id in a , t i r o a in a  y g lic o c o la  de l a

IgG c o n tro l y m odificada en aua grupoa c a rb o x ilo  a d la t in to a

tiemgwa.

TimPO DE MODIFICACION (MINUTOS)

AMINOACIDO C ontro l 5 10 20 30

Rla 0 .9 1 .0 1 .0 0 .9 1 .0

Tyr 4 .0 4 .2 4 .1 4 .0 4 .1

Gly 8 .0 10.1 10.7 11.4 11 .8

A  Gly --- 2.1 2.7 3.4 3 .8

T ab la  n** 6 .— Contenido en % molar de h ia t id in a . t i r o a in a  y g lic o c o la  del

F (ab ' ) 2  c o n tro l y m odificado en sue grupoa ca rb o x ilo  a  d ia t in -

toa  tiem poa.
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tiempoa de m od ificac ién  ( ta b la  no ? ) ,

4 . 7 . 2 . -  M odificao ién  de grupoa c a rb o x ilo  d e l F (a b ')_

La ta b la  no 6 m ueatra l a  v a r ia c iô n  de lo a  % de d y ,  Hia y Tyr con 

reap ec to  a l  tiempo de m o d ificac ién . Aaignando 890 rea iduoa  a  l a  m olécula de 

F (ab ' ) 2  ae o b tlen e  e l  numéro de grupoa c a rb o x ilo  por m olécula ( t a b la  n* 7 ) . 

Al no o baervarae  v a ria c io n e a  en lo a  % dé Hia y Tyr a  lo a  d ia t in to a  tiempoa 

de m od ificacion  ae d e a c a rta  l a  e x ia te n c ia  de reaco ionea  aecundariaa  en mag- 

n itu d  a p re c ia b le .

4 . 8 . -  MODIFICACION DE GRUFOS AMINO

4 . 8 . 1 . -  M odificacion  de grupoa amino de l a  IgG . -

La ta b la  n* 8 m ueatra e l  % de lo a  grupoa amino a c c e a ib le a  a l  TNBS

a  lo a  d ia t in to a  tiempoa de m od ificac ion . Tomando como 100 e l  c o n tr o l ,  ae

l l e g a  a  ao lo  un 9 #  de grupoa a c c e a ib le a  a l  maxime tiempo de m o d ificac ion .

A p a r t i r  de ea to a  datoa ae deduce e l  numéro de grupoa amino m odificados por 

re a c c ié n  con e l  KCNO que f ig u ra  en l a  ta b la  n° 10. Un méLximo de 46 grupoa

m odificados por m olécula se  o b tien e  a  l a s  72 h o ras  de m o d ificac ion .

4 .6 .2 . -  M odificacion de grupoa amino del F (a b ')_  . -

E l % de grupoa aminô acc e a ib le a  a l  TNBS a  lo a  d ia t in to a  tiem ­

poa de m od ificacion  ae m ueatra en l a  ta b la  n» 9. Un maxime de 27 grupoa ami

ho ae m odifican  a  la a  72 h o ras  de reacc io n  con e l  KCNO ( ta b la  n» 10^.

4 . 9 . -  MODIFICACION 14UIMICA DE RESTOS TRIPTOFANO DEL F (ab ' ) 2  •"

El numéro de r e a to s  m odificadoa aparece  en l a  ta b la  n» 11. Un maxl
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TIQÎPO DE MODIFICACION (MINDTOS) -IgO- l ia b j g

5 35.6 18.7

10 46 .2 24.0

20 55.4 30.2

30 59.4 33.8

T abla n» Numéro de grupoa c a rb o x ilo  m odificadoa po r m olécula de IgG y

de F (a b ')g .
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TIEMPO EUS 

MODIFICACION 1HORAS) ^414 nm
70 DiS CRUPOS AMINO 

ACCESIBLES AL TNBS

0 1 .4 1 l± 0 .0 3 / 100

12 0 .5 4 ( to .05 ) 38

24 0 .3 4 ( t0 .0 2 j 24

48 0.16 (tO .02 ) 11

72 0 .1 3 ( t o . 0 1 ; 9

Valor.es medios co rre sp o n d len te s  a  t r e e  determ lnaclonea p a ra  una oon— 
c e n tra c id n  de IgG de 0 .22  mg/ml.

T abla n<> 8 . -  V aloraciôn  d e l numéro de grupoa amino de l a  IgG a c c e a ib le a  a l  

TNBS t r a a  l a  m od ificac ion  con c ia n a to  p o ta s ic o .

TIEMPO DE 
MODIFICACION IHORASJ ^414 nm

% DE GRUPOS AMINO 

ACÔES1BLES AL TNBS

0 1.22 ( t0 .0 2 ) 100

12 0 .4 6 (to. 0 2 ) 38

24 0 .2 9 (to. 01) 24

48 0 .12 (to. 0 1 ; 10

72 0.08 (to.0 1 ) 7

V alores medioa co rreap o n d ien tea  a  t r e a  determ inacionea p a ra  una oon-
con cen trac id n  de F (a b ')g  de 0 .22  mg/ml.

T abla n« 9 . -  V aloracion d e l numéro de grupoa amino del F (a b ')g  a c c e a ib le a  

a l  TNBS t r a a  l a  m od ificac ion  con c ia n a to  p o ta s ic o .
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TIEMPO DE hODIPICACION (HüflAS) 

12 

24 

48 

72

Jg G .

31

38

45

46

18 

22 

26 

’ 27

T ab la  n» 1 0 .-  Numéro ae grupoa amino m odificados por m olécula de IgG y 

F (a b ')g  m ediante e l  tra tam ien to  con c ia n a to  p o ta s ic o .

C0NCB9TRACI0N DE NBB 

(MOL. NBB/MOL. F ( a b 'j . )  

100 

300 

600

410 nm

0.06  (f 0 .006) 

0 .2 2  (±0 . 0 3 ) 

0 .3 0  (±0 . 0 2 )

NUMERO DE GRUPOS 

MODIFICADOS POR MOLECULA

0 . 3 3

1 .1  

1.6

V alores medios co rre sp o n d le n te s  a  t r è s  determ inacionea p a ra  una concen­

t r a s  ion  de P (ab ' ) 2  de 1 mg/ml.

Tabla n@ 1 1 .-  Numéro de reatoa Trp modificadoa por molécula de F(ab')g me­

d iante e l  tratam iento con bromuro de 2 -h ld ro x i-5 -n itro b en cllo
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mo de 1 .6  r e s to s  se  m odifican en la a  cond ic ionea  maa extrem aa u t i l i z a d a a .

4 .1 0 .-  CONTROLES DE LAS MODIFICACIONES . -

4 .1 0 .1 . -  Eapeotro de dlcroiam o c i r c u la r  . -  '

fil l a  f ig u ra  n» 33 ae m ueatra e l  eap ec tro  de dicroiam o de l a  IgG 

red u c id a  ju n to  a l  de l a  IgG u t i l i z a d a  como c o n tr o l .  No ae obaervan cambioa 

a ig n i f i c a t iv o a  como conaecuencia de l a  reducc ion .

La f ig u ra  n<> 36 m ueatra lo a  eap ec tro a  de dicroiam o de l a  IgG y de 

la a  IgG fflodificadaa en lo a  re a to a  ca rb o x ilo  a  d ia t in to a  tiem poa. En e l  UV 

le ja n o  ae observa l a  p e rd id a  d e l hombro a  223 nm a s i  qomo l a  d e l hombro 

que podia a p re c ia ra e  a  232 nm apareo iendo  un p ico  de e l i p t i c id a d  n e g a tiv e  

a  236 nm. En e l  UV préximo no ae obaervan cambioa como conaecuencia de l a  

m o d ificac ion .

, La f ig u ra  n* 37 m ueatra lo a  eap ec tro a  de dicroiam o de la a  IgG mo

d if ic a d a a  en lo a  grupoa amino. No ae m ueatran cambioa im portan tes con re a ­

pecto  a l  c o n tr o l .

Reapecto a  la a  m odificaoionea in f e r id a s  en e l  F (a b ')g  n i  l a  m odifi 

cac ién  de grupoa c a rb o x ilo  ( f ig u ra  n= 38 ), n i  l a  de grupoa amino ( f ig u ra  n* 

39), n i  l a  de grupoa in d o l ( f ig u ra  n* 40) produce cambioa a ig n i f ic a t iv o a  en 

lo a  eap ec tro a  de d icroiam o.

4 .1 0 .2 . -  Inm unodifuaion doble b id im enaional . -

En l a  f ig u ra  n= 41 ae m ueatra una inm unodifuaion en l a  que ae han 

en fren tad o  IgG e IgG red u c id a  a  un a n tia u e ro  a n ti -y -g lo b u lin a a . No ae obaer
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van cambioa en e l  com portainiento a n tig e n ic o  como conaecuencia de l a  m o d ifi- 

cac i6 n .

La f ig u ra  n= 42 m ueatra l a  inm unodifuai6n de la a  IgG m odificadaa 

en lo a  grupoa c a rb o x ilo  f r e n te  a  un a n tia u e ro  a n ti-% -g lo b u lin a a . Ya a  c inco 

minutoa ae obaerva una p e rd id a  de a n tig e n ic id a d  que ae va acentuando con fo r 

me aumenta e l  tiempo da m od ificac io n . La p e rd id a  de a n tig e n ic id a d  parece  

a f e c ta r  1 igeram ente a  lo a  dominioa Cg) como puede obaervarae cuando e l  a n t i  

auero empleado an l a  inm unodifuaion ea a n ti-p E c '( f i g u r a  n<> 43)

l a  m odificaciO n de lo a  grupoa amino de l a  IgG no ae d e te c ta n  

cambioa en e l  com portam iento a n tig e n ic o  h a a ta  la a  48 horaa de m o d ificac ion . 

■Eata p e rd id a  de a n tig e n ic id a d  no ae d e te c ta  cuando e l  a n tia u e ro  u t i l iz a d o  

ea a n ti -p P e 'e n  vez de an ti-% -g lo b u lin aa  ( f ig u ra a  n= 44 y 4 5 ).

fil e l  caao d e l F (a b ')g  n i  l a  m od ificacion  de grupoa c a rb o x ilo  ( f i ­

g u ra  n» 4 6 ) n i  l a  m odificaciO n de grupoa amino ( f ig u ra  n= 4 7 ) , n i  l a  de gru 

poa in d o l ( f ig u ra  n» 48) produce cambioa d e te c ta b le a  en e l  com portam iento 

a n tig é n ic o .

4 . 10 . 3 . -  Yolumen de e lu c io n  . -

No ae d e te c ta n  cambioa im portan tea con ninguna de la a  m od ifica— 

c ionea  u t i l i z a o a a  ( ta b la  n» 1 2 ).
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F igu ra  no 4I * -  Inm unodifuaion f r e n te  a  un a n tia u e ro  a n ti-y '-g lo b u lin a s  de 

a )  IgG y  b )  IgG red u c id a

Fig n» 42. -  InmunodifusiOn fren te  a un antiauero an t  i-^ -g lob u lin aa  de a^

IgG, b , c ,  d, y e )  IgG modificada en loa  grupoa carboxilo  a 5*

10, 20 y 30 minutoa reapectivam ente.
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F igu ra  n» 4 3 .-  InmunodlfusiOn f r e n te  a  un a n tia u e ro  an ti-p F c  '  de a )  IgG, 

b , c ,  d , y  e )  IgG m odificada en lo a  grupoa ca rb o x ilo  a 

10, 20 y  30 m inutoa reap ec tiv am en te .

Figura n® 4 4 .-  InmunodifuaiOn fren te  a un antiauero an ti-if-g lobu linaa  de

a) IgG, b , c ,  d, y e ) IgG modificada en loa  grupoa amino

a 12, 24» 48 y 72 horaa reapectivam ente.
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F ig u ra  n» 4 5 ,-  ImnunodlfuslOn f r e n te  a  un a n tia u e ro  a n ti-p F o 'd e  a )  IgG, 

b , c ,  d , y e IgG m odificada en lo a  grupoa amino a  12, 24* 

48 y 72 ho raa  reapectivam ente

Q

F igura  n= 4 6 .-  InmunodifuaiOn f r e n te  a  un an tia u e ro  an ti-% -g lo b u lin aa  de

a )  F (a b 'jg ,  b , c ,  d , y  e )  F (a b ')g  m odificado en lo s  grupoa

c a rb o x ilo  a  5 , ,1 0 ;  2 0 .y )0 minutoa reapec tivam en te .
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Figura no 47*- IiununodifusiOn f r e n te  a  un a n tie u e ro  a n ti -^ -g lo b u lin a s  de 

a )  F (a b ')g ,  b ,  o , d , y e )  F (a b ')g  m odificado en lo a  grupoa 

amino a  12, 24, 46 y 12 horae reapec tivam en te .

F igura no 4 8 . -  Inm unodifuaion f r e n te  a  un a n tia u e ro  a n ti -^ -g lo b u l in aa  de

a )  F (a b ')g ,  b , c ,  y d )  F (a b ')g  m odificado en lo a  r e a to s  Trp 

a  una co n cen trac io n  de NBB de 100, 300 y 600 vecea l a  con— 

c e n tra c i6 n  de F (a b ')g  ( r e la c io n  m olar) reapec tivam en te .
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4 .1 0 .4 . -  E le c t ro fo re a la  en agarosa  . -

La f ig u ra  h» 49 m ueatra e l  cambio de m ovilidad e le c t r o f o r é t i c a  de 

l a  m olécula de IgG con la a  d ia t in ta a  m od ificac ionea . Al pH a  que se r e a l i z a  

l a  e le c t ro f o re a la  ( 8 .6 ) ,  l a  m olécula de IgG n a t iv a  se  encuen tra  practicam en 

te  en au punto ia o e le c t r ic o  y , puaato  que en e l  lecho de agarosa  no se p ré ­

s e n ta  f l u jo  e lec troendoam ético  a p re c ia b le ,  no m igra de su punto de a p i i c a — 

c iô n . La IgG m odificada en lo s  grupoa c a rb o x ilo  ae deap laza  h a c ia  e l  c â to  

do, como corresponde a l  exceao de cargaa  p o s i t iv a s .  Analogamente l a  IgG mo­

d if ic a d a  en grupoa amino ae deap laza  h a c ia  e l anoao, debido a l  exceso de 

ca rgaa  n e g a tiv a a .

En e l  caao d e l F (a b ')g  ae observa e l  miamo fenomeno ( f ig u ra  n* 50) 

no observandoae v a r ia c iô n  en l a  m ovilidad  e le c t r o f o r é t i c a  de l a  IgG m odifi­

cada en lo s  re a to a  de t r ip to fa n o .

4 .1 1 . -  ACTIVILAD AMTICOEHPO

4 .1 1 .1 . -  T i tu lo  de hem ag lu tinacion  . -

£3. t f t u l o  de hem aglu tinacion  d e l F (a b ')g  m odificado en sus grupoa 

c a rb o x ilo , amino o in d o l cop reap ec to  a  lo a  co rreap o n d ien tea  c o n trô le s  ae 

m ueatra en la a  ta b la s  n@ 1 ) ,  14 y 15 reapec tivam en te . La a c tiv id a d  a g l u t i — 

nan te  dism inuye con l a  m od ificacion  de lo a  grupoa amino e indo l y se ve in -  

crem entada con l a  m odificac iôh  de lo a  grupoa c a rb o x ilo .

4 .1 1 .2 . -  In co rp o rac io n  rad io ac tiv e , . -

Loa v a lo re s  de inco rpo rac ion  ra d io a c tiv e  d e l F (a b ')^  c o n tro l y mo­

d if ic a d o a  ae m ueatra en la a  ta b la s  1 ) ,  14 y 15» Los v a lo re s  de in co rp o ra—
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F igu ra  no 49*- M ovilidad e le c t r o f o r e t io a  r e l a t i v a  de m) IgG, b , o ,  d# y e)  

IgG m odificada en lo a  grupoa c a rb o x ilo  a  5 , 10, 20 y )0  a inu  

to a ,  f ,  g ,  h  e i )  IgG m odificada en lo a  grupoa amino a  12,

24» 48 y 72 ho raa  reapec tivam en te .

F igu ra  n» 5 0 .-  M ovilidad e l e c t r o f o r e t i -
-  4-

c a  r e l a t i v a  de a )  y 9) 

H p , b  F (a b ')g ,  b , c ,y  d ) F(a1))i

Q m odificado en lo a  grupoa

I P  ^  ca rb o x ilo  a  5» 10 , 20 y

H H l 30 m inutoa, f ,  g ,  h e i )

f 40#" F (a b ')g  m odificado en 1

g  4 0 0 ^  lo a  grupOa amino a  12,

h 24 , 48 y 72 h o ra a , j ,  k

I ^  y 1 ) F iàb')^  m odificado

lIlH en lo a  re a to a  de Trp a

40^  una co n cen trac ién  de NBB

de 100, 3OO y 600 vecea

l a  de l F (a b ')g  .
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c ié n  e s p e c lf ic a  confirm an una mener av ldez  de lo s  fragm entes m edlficados en 

le s  grupes amine e in d o l p e r l a  s u p e r f ic ie  d e l e r i t r e c i t e  y una av id ez  ma­

yo r en e l  ease  de que l a  roed ificac ién  a fe c te  a l e s  g rupes c a rb o x ilo .

4 .1 2 .-  MEDIDA DE LA ACTIVILAD AMTICOMPLBMENTARIA DEL ? ( a b ') g  POR LA VIA 

ALTERNATIVA . -

4 .1 2 .1 . -  A c tiv idad  d e l F (a b 'j_  m odificado en lo a  grupoa c a rb o x ilo  . -

La ta b la  n= 16 m ueatra lo a  v a lo re s  de a c tiv id a d  i f t i c a  d e l F(ab"J^

c o n tro l y m odificadoa en aua grupoa c a rb o x ilo . La f ig u ra  n= 51 i l u a t r a  

g ra ficam en te  lo a  re a u lta d o a  de e a ta  ta b la .  Laa can tid ad ea  de a n tic u e rp o  ne 

c e a a r ia s  p ara  p ro d u c ir  e l  50 % de l i a i s ,  ob ten idos de e a ta  g r a f ic a ,  ae r e ­

p ré s e n ta s  en l a  ta b la  n= 17. E ste s  v a lo re s  ae m odifican ten iendo  en cuen ta  

l a  v a r ia c ié n  en l a  capacidad  an ticu e rp o  que a u fre  e l  fragm ente t r a a  l a  modi 

f ic a c ié n  ( t a b la  n= I 3 ) ob teniéndoae lo a  v a lo re s  de a c t iv id a d  lA ica  r e l a t i v a  

que f ig u ra s  en l a  ta b la  n» 1 7 .

Loa d a te s  ob ten idos ponen de m an ifiea to  una p e rd id a  g radua i de ao - 

t iv id a d  h em o lftic a  d e l F (a b ')g  como conaecuencia de l a  m o d ificac ién , lle g a n  

dose a  so lo  un 5 % de l a  a c tiv id a d  i n i c i a l  a l  maxime tiempo de m odificacién .

4 . 12 . 2 . -  A c tiv idad  d e l F (a b ')^  m odificado en lo a  grupoa amino . -

Laa curvaa de a c tiv id a d  h em o lftic a  de lo a  F (a b ')g  m odificadoa en 

lo a  grupoa amino, cuyos v a lo re s  f ig u ra s  en l a  ta b la  n<> 18, ae re p ré se n ta s  

en l a  f ig u ra  n» 52. A p a r t i r  de ea to a  datoa se ob tienen  lo a  v a lo re s  r e l a t i ­

ves de a c tiv id a d  i f t i c a ,  co rreg id o a  de acuerdo con l a  p é rd id a  de capaoidad 

a n ticu e rp o  que a u fre  e l  F (a b ')g  como oonsecuencia de l a  m od ificac ion  ( ta b la  

n* 1 4 ) ,  que ae m ueatran en l a  ta b la  n* 19.
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% LISI3

TIEMPO DE MODIFICACION (MliwUTOS)

ÜONC. C on tro l ■? 10 20  J0_

20 20.0 ( t l .2 ) 12.1 (-1 .1) 7 .8 ( î a .6 ) 3 .2 (1 0 .8 )

40 80 .8 ( t l .3 ) 70.1 ( f2 .l ) 49 .8 (1 2 .5 ) 8 .2 (1 1 .3 ) 1 .8 (1 1 . 0 ;

60 92 .3 ( i l . 2) 88.5 (iO .9 ) 83.2 (1 2 .3 ) 14.4 (1 1 .3 ) 2 .8 ( lo .s ;

60 97.2 C O .6) 95.2 (1 0 .9 ) 91.5 ( - 1 . 2 ; 2 7 .8 (12 . 7 ) 4 .6 (to. 9)

120 99.2 ( i0 .3 J 99.2 (1 0 .6 ) 97.1 (1 0 . 8 ) 66.6 (1 1 .4 ) 8 .8 (1 1 .3 )

160 99.5 (iO .3 ) 80 .9 (11.8; 1 4 .8 (1 2 .1 )

240 95.2 (11.1) 3 6 .5 (1 2 .3 )

320 60.0 (1 2 . 1 )

400 76.3 (1 2 .2 )

500 89.4 (1 1 .3 )

600 89.8 ( t l . l )

* n ic ro g rao o s  de an tlo a e rp o  u t i l l z a d o s  p a ra  a o t lv a r  1 ml de e r i t r o c l to s

a l  0 .15  %.

T abla n» 1 6 . -  E fec to  de l a  m odifioaci6n  de lo e  grupos ca rb o x ilo  en l a  

a c tlT ld a d  h e m o lit ic a  del fragm ente F (a b ')^ a E .
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Vo hem olisis

100-

80 160 240 320 400 480 560
jjg  prot.

F(ab)2^ E  contml 
F(ab1̂ aE  mod 5̂  

FCabl^-aE mod. 10̂  

F(ab)2"oE mod 2( /  
FCabljaE mod. 30'

F igura  n» 5 1 ,-  E fecto  de l a  m od lficac l6n  de l e s  grupos ca rb o x ilo  en l a  

a c tiv id a d  h e m o lît ic a  del F (a b ')g -a E .
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% LISIS

TIîMPO DE MODinCACION (HORAS)

CONC. C ontro l 12 24 4 6 72

20 1 9 .2 ( - 1 .7 ) 5 .6 ( t l . 6 ) 2 .8 (* 0 .8 )

40 75 .8 ( f l . 8 ) 13 .2 ( S I .7 ) 6 .8 ( to .9 ) 4 .2 1*0.6) -3:4 (* 0 .8 )

80 97.1 ( t2 .2 ) 5 0 .0 C'^5.1) 2 5 .0 (* 1 .3 ) 12.1 (* 0 .8 ) 11 .6 (* 0 .7 )

100 99.3 ( t0 .6 j 75.3 ( t l . 8 ) 42.1 (* 3 .3 )

120 99.0 (iO .4 ) 84.7 (* 1 .3 ) 60.6 ( i l . 8 ) 29.2 1*1.7) 27.1 (* 2 .1 )

160 94.0 (* 1 .1 ) 81.5 (* 1 .5 ) 55.3 (* 2 .7 ) 52 .8 (* 2 .8 ;

200 99.1 ( to .  8) 91.2 (* 1 .2 ) 74.0 ( i l . 9) 71.8 (* 1 .6 )

240 96.6 (tO .3 ) 84.3 (* 1 .1 ) 82.9 (* 1 .6 )

280 99.0 (+ 0 .3 ) 91.4 (* 1 .5 ) 90.3 (* 1 .2 )

320 96.0 (* 1 .2 ) 95.2 (* 1 .4 )

360 99.3 (* 0 .5 ) 98.2 (* 0 .6 )

400 99.5 (* 0 .3 ) 99.7 (* 0 .3 )

Mlcrogramos de a n tlc u e rp o  u t i l l z a d o s  p ara  s e n s ib i l l z a r  1 ml de e r i t ro c l*  

to s  a l  0 .13  %•

T abla n° 1 8 .-  E fec to  de l a  m od iflcac idn  de lo s  grupoe amlno en l a  a c t i v i ­

dad h em o lltio a  d e l fragm ente F (ab ')g -aE .
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Vo hemolisis

100 “

5 0 “

80 160 240 320 400
jjg prot.

F(a6)2~aE control 
F(a6)2-aEm od 12 h 

Ffcib)2-aE mod: 24 h 

F{ab)2-aE mod 48 h 
F(a6)2“aE mod 72h

Figura n» 5 2 .-  E fecto  de la  m odificaci6n de lo s  grupos amino en la  a c t iv i ­

dad h e m o ltt ic a  del F (a b ')g -a E .
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Como consecuencla  de l a  m odlflcac lon  se  produce una p erd id a  de l a  

a c tiv id a d  h e m o lltic a  de l a  m olécula que l le g a  a s e r  de l 60 % a l  muimo tiem  

po de m odificao iôn  (40  % de l a  a c tiv id a d  i f t i c a  i n i c i a l ) .

4 .1 2 .3 . -  A ctiv idad  d e l P ( a b ') .  m odificado en lo s  r e s te s  t r ip to fa n o

La ta b la  n* 20 m uestra lo s  v a lo re s  de a c tiv id a d  h e m o lltic a  de lo s  

F (a b ')g  m odificados en lo s  grupos in d o l con re s p e c te  a l  c o n tro l .  La re p re — 

se n ta c ié n  g r a f ic a  de e s te s  v a lo re s  se  i l u s t r a  en l a  f ig u ra  no 53* Las c a n t i  

dades de an ticu e rp o  n e o e sa r ia s  p a ra  p ro d u c ir  e l  50 'j>a de l l s i s  se  expresan  

en l a  ta b la  n* 2%, ten iendo  en cu en ta  l a  v a r ia c io n  en l a  capacidad  a n t ic u e r  

po que s u f re  e l  fragm ente t r a s  l a  m odificac ion  ( ta b la  n* 1 5 ) .

Los d a te s  o b ten idos no m uestran v a r ia c io n  a p re c ia b le  de l a  a c t i v i ­

dad h e m o llt ic a  d e l fragm ente F (a b ')g  corne consecuencla  de l a  m o d ificac i6n 

de sus r e s te s  de t r ip to fa n o .

4 . 1 3 . -  UNION A BECEFTORES CELULARES . -  

4 .1 3 '1 « -  Formacion de ro s e ta s  . -

La ta b la  n* 22 m uestra l a  capacidad  de form acion de ro s e ta s  de 

IgC-aE con n e u tr6f i l o s  de oonejo . Corne c o n trô le s  n eg a tiv e s  se  u t i l i z a n  

F (a b ')g -a E  e IgG-aA. La re p re se n ta c io n  g r a f ic a ,  en e sc a la  sem ilo g aritm ica , 

de e s te s  v a lo re s  se re p ré se n ta  en l a  f ig u ra  n» 54 .

4 . 13 *2 . -  In h ib ic io n  de ro s e ta s  . -  

4 . 13 *2. 1 . -  Facb-aA y p f b ' . -

Tanto e l  fragm ente Facb corne e l  fragm ente pFC 'se m uestran incapa— 

ces de in h ib i r  l a  form aci6n de ro s e ta s  e n tre  e r i t r o c i to s  re c u b ie r to s  de
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% LISIS

GONGENTRAGION NBB (MOL. NBB/MOL. PROT.j

GONG.* C ontro l 100 300 600

20 1 4 .5  ( Î 2 .0 ) 4 .0  (± 1 .2 ) •7 .1  (±1 . 6 ) 5 .1  (±1 . 3 )

40 55.0 ( t 4 .1 ) 38.8 (± 2 .5 ) 20 .0  (1 1 .6 ) 12 .8  (± 2 .2 )

60 8 6 .5  (f 1 . 8 ) 78 .6  (± 2 .1 ) 48 .2  (± 2 .9 ) 2 4 .1  (± 2 .6 )

80 9 2 .1  (± 1 .5 ) 88.7  (± 1 .7 ) 7 3 .6  (± 1 .9 ) 5 0 .0  (±3 . 2 )

100 9 7 .3  (± 1 .5 ) 9 3 .2  (± 1 .3 ) 85 .6  (± 1 .6 ) 76 .8  (± 2 .0 )

120 99.8  (± 0 .8 ) 96.3 (± 1 .0 ) 9 0 .4  (± 1 .2 ) 82 .1  (± 1 .7 )

140 99 .6  (± 0 .3 ) 98.2 (± 1 .1 ) 94 .6  (± 1 .3 ) 87.7  (± 1 .9 )

160 99.6  (± 0 .5 ) 96 .6  ( t l . 2 ) 92 .2  (± 1 .4 )

180 9 9 .3  (± 0 .3 ) 9 5 .7  (± 1 .3 )

200 9 7 .8  (± 1 .5 )

220 9 9 .6  (±0 . 8 )

Mlcrogramos de a n tic u e rp o  u t i l i z a d o s  p ara  a o t iv à r  1 ml de e r i t r o c i to s  

a l  0 .15  %.

T abla n<> 2 0 .-  E fecto  de l a  m od ificac ién  de lo s  grupos indo l en l a  a c t i v i ­

dad h e m o llt ic a  d e l fragm ente F (ab ')g -a E .
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Vo hem olisis
loo­

se -

80 160 240 320 400
jug prot

F(a6)2-aE control 
F(aB)2-aE mod* 100 

Rat5)2" ciE mod-300 

F(a6 )2-aE  mod 600

F igura  n* 53»~ E fec to  de l a  m od ificac ién  de lo s  grupos in d o l en l a  a c t i v i ­

dad h e m o llt ic a  de l F (ab ')g -aE .
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% ROSETAS

PROTEINA

GDHC. 10  ̂ * IgG-aE F (a b ') .- a E IgG-aA

6 .8 10 lt3)
2

2 ( i l ) 3 ( i l )

13.6 28 (±5) 2 ( i l ) 2 ( i l )

23.3 50 (±5) 1 (to) 2 ( i l )

35.5 75 (î4) 3 ( î l ) 3 ( i l )

46,0 97 (±3) 2 ( î l ) 2 (iO)

67.0 1 ( i l ) 2 ( i l )

94.0 2 ( n ) 2 ( i l )

* Micromoles de p ro te fn a  u t i l i z a d o s  p a ra  a c t iv a r  1 ml de e r i t r o  

c i t o s  a l 0.5

Tabla n* 2 2 .-  Capacidad de formacion de roseta s de la  IgG-aE.
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Vo rosetas
100

- - f  -

jjmd prot.

 IgG oE
—  IgG qA 
—— R c b 'l^ a E

F igu ra  n® 54«- Capacidad de form acion de ro s e ta s  de l a  IgC-aE.
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IgG-aE y n e u tr o f i lo s  de oonejo ( t a b la  n» 23* f ig u ra  n* 55). El tra tam ien to  

con ac id e  y u rea  de l a  m olécula de IgG-aA (c o n tro l de l a  d ig e s tio n  con p la s  

mina) produce un decrem ents en su  capacidad  de in h ib ic io n  de ro s e ta s  de l o r 

den del 50 %,

4 . 1 3 . 2 . 2 . -  IgG-aA red u c id a

Como consecuencia  de l a  reduccion  de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te rc a  

te n a r io s  se  produce un décrém ente en l a  capacidad  de in h ib ic io n  de ro s e ta s  

de l a  IgG que es s u p e r io r  a l  90 t a l  como puede a p re c ia rs e  en l a  ta b la  n» 

24 cuya re p re se n ta c ié n  g ra f ic a  aparece  en l a  f ig u ra  n= 56.

4 . 13 . 2 . 3 . -  IgG-aA m odificada en lo s  giiipos c a rb o x ilo

La m o d ificac ién  de lo s  grupos ca rb o x ilo  é lim in a  l a  capacidad  de in  

h ib ic io n  de ro s e ta s  de l a  IgG* fenémeno que ya se observa a  lo s  c inco  minu- 

to s  de m o d ificac ién  ( t a b la  n» 25* f ig u ra  nO 5 7 ).

4 . 13 . 2 . 4 . -  IgG-aA m odificada en lo s  grupos amino . -

Como consecuencia  de l a  m od ificac ién  de lo s  grupos amino de l a  IgG 

se  produce un decrem ents p ro g resiv o  en su  capacidad  de in h ib ic io n  de ro se—  

ta s  que l l e g a  a  s e r  de l 75 % a l  maximo tiempo de m odificacion  ( ta b la  n° 26̂  

f ig u ra  n® 58).
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% INHIBICION

PROTEINA

CONC. 10  ̂ * IgG-aA IgG-aA* Eacb-aA D ib ' F (a b ')^ a A

1.55 21 1*5) 6 (13) 3 (+2) 2 (11) 3 (11)

2.50 43 (±6) 16 (±3) 4 (11) 4 (13) 5 (12)

3.50 65 (16) 24 (15) 5 (13) 6 (14) 4 (1-3)

5.00 94 (14) 44 (1 6 ) 4 (12) 4 (13) 3 ( i l )

8.00 81 (14) 4 (13) 3 (12) 3 (12)

12.00 98 (12) 4 (13) 3 (11) 4 (13)

29.00 3 (12) 4 (13) 4 (12)

98.00 5 (14) 3 (12) 3 (11)

Micromoles de p ro te in s  incubados con 200 ^1  de n e u tr é f i lo s  de conejo . 

* IgG-aA c o n to i de l a  d ig e s tio n  p lasm in ica .

T abla n<> 2 ) . -  Capacidad de in h ib ic io n  de l a  form acion de ro s e ta s  de

IgG-aA, IgG-aA c o n tro l de l a  d ig e s tio n  p lasm in ica  y  de lo s  

fragm entos Ihcb-aA y pPeT
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Vo inhibicion de rosetas
1001

|jnnol prot.

—  IgG-aA
- — IgG-aA control dig. plasm.
-— Facb-aA 
. pFc'
■ o —  F (ab )2 'aA

F igu ra  no 55»~ Capacidad de in h ib ic io n  de l a  form acion de ro s e ta s  de IgG—aA 

IgG-aA c o n tro l de l a  d ig e s tio n  p lasm in ica  y de lo s  f ragmen— 

to s  Facb-aA y pFsT
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>  INHIBICION

PROTEINA

CONC. X. 10^ IgG-aA IgG-aA re d . . F (a b ')^ -a A .

1 .55  21 ( i j )  5 ( t 2)  4 (±2)

2 .50  43 115) 4 (±3) 3 ( i 2 )

3.50 67 ( t 6 )  3 ( i l )  2 (±2)

5.00  95 (12) 3 (12) 3 ( i l )

25.00 11 (+4 ) 3 (12 ;

46.00 33 (15) 5 (+3)

60.00 52 (+5) 3 (.12)

80.00 78 (.16) , 4 ( i 2 )

100.00 97 ( i l )  3 (11)

Micromoles de p ro te in s , incubados con 200 de n e u tr o f i lo s  de conejo.

T abla nO 2 4 .-  Capacidad de in h ib ic ié n  de l a  form aoién de ro s e ta s  de 

IgG-aA c o n tro l y m odificada en sus puentes d is u lfu ro  

i n te r c a te n a r io s .
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Vo inhibicion de rosetas
100

— IgG a A control
— IgG-aA red.
— Rab'j^aA

F ig u ra  n* 5 6 .-  Capacidad de in h ib ic i6 n  de l a  form acion de ro s e ta s  de IgG-aA 

c o n tro l y m odificada en lo s  puen tes d is u lfu ro  in te rc a te n a — 

r i o s .
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96 INHIBICION

PROTEINA

CONC. 10^* IgG-cont, IgG -5 ' Ig G -lP ' I«G -20' IgG -50 ' _ F (a b ')2

1.55 22 ( Î5 ) 5 (44) 4 (13) 4 (13) 5 (14) 4 (1 3 )

2 .50 43 ( i6 ) 5 (±4) 4 (13) 5 (13) 4 (1 3 ) 3 (12)

3.50 68 l±5) 4 ( Î4 ) 5 (14 ) 3 (12) 5 ( f4 ) 5 (14)

5 .00 93 ( i2 ) 4 (±3) 5 (14) 4 (13) 4 (1 3 ) 3 (12)

1 5 .0 0 4 ( t2 ) 3 (12 ) 4 (13) 3 (12) 3 (12)

31 .00 4 ( i3 ) 5 (13) 5 (1 3 ; 3 (12) 5 (14)

94.00 5 (13) 5 (13) 4 (12) 4 (1 3 ) 3 (±2)

Micromoles de p ro te ln a  incubados con 200 ^  de n e u tr 6 f i lo s  de conejo.

T abla  n° 2 5 .-  Capacidad de in h ib ic io n  de l a  formaciOn de ro s e ta s  de 

IgG-aA o o n tro l y  m odificada en sus grupos ca rb o x ilo  a 

d i s t i n to s  tiem pos.
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Vo inhibicion de rosetas
100

50

1CT'
jjmol prot.

-----  IgG-aA control
-  • -  IgG-aA mod 5'

IgG-aA mod. 10'
— a — IgGaA mod. 20'
- A -  IgGaA mod. 30'
-  • — F (ab )2a A

Figura no 57»“  Capacidad de in h ib ic io n  de l a  formaciOn de ro s e ta s  de IgG-aA 

c o n tro l y m odificada en lo s  grupos ca rb o x ilo  a d is t i n to s  t i -  

pos.
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INHIBICION

PROTEINA

CONC. 10^* IgG-cont. IgG-12 h . IgG-24 h . IgG-46 h . IgG-72 h .

1 .55 21 (15) 15 (!5 ) 3 ( 2) . 3 ( t2 ) 2 (1 1 ) 3 (12)

2 .50 45 i^4) 28 (^5) 12 ( 6) 4 (13) 3 (11) 2 (12)

3.50 69 ( î5 ) 45 ( t4 ) 24 ( 3) 7 ( f2 ) 3 (1 2 ; 3 (12)

5 .00 95 (13) 68 ( t4 ) 38 ( 6) 14 (13) 9 (1 5 ) 2 (11)

8 .00 90 ( t2 j 96 ( t2 ) 70 ( 5) 34 (15) 25 (16) 3 (12)

12.00 97 (S3) 94 ( 2) 62 (14) 50 (15) 4 (13)

16.00 97 ( 3) 85 (13) 73 (1 6 ) 4 (13)

29.00 99 (11 ; 97 (12) 3 (12)

98.00 2 (11)

Micromoles de p ro te în a  incubados con 200 p l  de n e u trO f ilo s  de conejo .

T abla n* 2 6 .-  Capacidad de In h ib ic io n  de l a  fom aciO n de ro s e ta s  de 

IgG-aA c o n tro l y m odificada en su s grupos amino a  d is ­

t i n to s  tiem pos.
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% inhibicion de rosetas
100 -

j j m d i  prot.

IgGaA control 
IgG aA mod. 12 h. 
IgGaA mod. 24 K 
IgGaA mod 48 K 
IgGaA mod. 72h. 
F(ab')2-aA

Figura  no 5 8 .-  Capacidad de in h ib ic ié n  de l a  form acion de ro s e ta s  de IgG-aA 

c o n tro l y m odificada en l e s  grupos amino a  d is t i n to s  tiempos
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La IgG o b ten id a  por crom atograf£a en DEAE-celulosa de l a s  p r o te i— 

nas s e r ic a s  de conejo  in s o lu b le s  en 1 .3 3  M r é s u l ta  pura en base a

lo s  c r i t e r i o s  u t i l i z a d o s .  Su m ovilidad en in m u n o e lec tro fo re s is  y e l  peso 

m olecu lar de 15OOOO D alton que se  o b tien e  por f i l t r a c io n  en g e l e s ta n  de

acuerdo con l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  m olecu lares de l a  IgG.

La acc io n  de l a  p lasm ina sobre l a  IgG perm ite  o b ten e r e l  fragm ente 

Eacb t r a s  f i l t r a c i é n  en g e l en cond ic iones d e sn a tu ra l iz a n t e s . Mo o b s ta n te , 

queda una f ra c c id n  de IgG s in  d ig e r i r  que r é s u l t a  d i f f c i l  e l i n in a r  debido a 

que su s c a r a c t e r l a t i c a s  f is ic o -q u L n ic a s  son muy p a rec id a s  a  l a s  d e l Facb. 

po r e l l o ,  y dado que en n u es tro  caso in te re sa b a  una gran  pureza en l a  prepa 

rac io n  de Eaob, a  f i n  de e lim in a r  p o s ib le s  in te r f e r e n c ia s  en lo s  e s tu d io s  

fu n c io n a le s  p o s te r io r e s ,  se  procédé a  l a  f i l t r a c io n  de e s ta  p rep a rac io n  de 

Facb im p u rific ad a  con IgG a  tra v é e  de un inmunoadsorb en te  a n t i -p fb 'q u e  re — 

tie n e  l a  f  ra c e io n  IgG pero  que es incapaz de re te n e r  e l  fragm ents Fb.cb por 

c a re c e r  e s te  de lo s  domlnios 0^5 de l a  m olécula de IgG. SI f i l  tra d e  a  t r a — 

vés d e l inmunoadsorben te  se m uestra pure por lo s  d is t i n to s  c r i t e r i o s  u t i l i ­

zados. La p re s e n c ia  de una banda a  un peso m olecu lar in te rm ed ia  e n tre  cad e- 

na pesada y l i g e r a  en g e le s  de p e lia c r i la m id a  en p re se n c ia  de SDS y agen tes  

red u c to r e s ,  a s i  como su  comportam iento por inm unodifusion (ind icando  que en 

cuanto  a  su  com portam iento a n tig é n ic o  tenemos una esp ec ie  in te rm ed ia  e n tre  

IgG y P ( a b 'jg j  confirm an como fbcb l a  e sp ec ie  m olecu lar p u r i f ic a d a .

Tanto e l  fragm ente F (a b ')g  como e l  fragm ente pFc^ ob ten idos por d i  

g e s t ié n  p e p s ln ic a  de l a  IgG, se  m uestran puros por lo s  c r i t e r i o s  u t i l i z a d o s  

y sus c a r a c t e r l s t i c a s  m olecu lares e s ta n  de acuerdo con lo s  d a te s  previam en- 

te  d e s c r i to s  ( 8 9 , 1 ) 8) .
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La reduccion  de l a  IgG en l a s  cond ic iones d e s c r i ta s  (10 mM de d i— 

t i o e r i t r i t o l ) )  y su p o s te r io r  a lq u i la c io n ,  esc inde  lo s  puen tes d is u lfu ro  in  

te r c a te n a r io s ,  ta n to  lo s  in te rcad en a  pesada-pesada como lo s  in te rc a d e n a  l i -  

g e ra -p esad a . Las cond ic iones en que se  t r a b a ja  suponen un exceso de reduc— 

t e r  ( 8 9 ) pero se  p r e f i r i é  su uso a  f i n  de e v i t a r  c u a lq u ie r  p o s ib le  contam i­

nas ion  de IgG con sus puen tes d is u lfu ro  in ta c to s  que pod rfa  in v a l ld a r  la s  

co n c lu s io n es que po ste rio rm en te  se e s ta b le c ie s e n  en lo s  e s tu d io s  fu nc iona— 

le s .

La m odificac ion  de lo s  grupos c a rb o x ilo , ta n to  de l a  IgG como d e l 

F ( a b ')g ,s e  m uestra a ltam en te  s e le c t iv a ,  en concordancia  con lo  observado 

p o r Vivanco y c o l .  (77) p ara  e l  Fc de l a  IgG humana. No se  d e te c ta n  re a c c io  

nés secu n d a ria s  por a n a l i s i s  de am inoacidos. Tampoco se d é te c ta  l a  p resen— 

c ia  de agregados, n i  cambios en e l  e sp ec tro  de ab so rc ion  de l a s  m oleculas 

que se  h ab rlan  observado en caso de que hubiesen  ocu rrid o  re a c c io n e s  sécun 

d a r ia s  con lo s  r e s té s  de t i r o s in a .

A p e sa r de que e l  c ia n a to  p o ta s ic o  es capaz de re à c c io n a r ,  ademas 

de con grupos amino (14 8 ) ,  con grupos s u l f h id r i l o  (149 )» c a rb o x ilo  ( 150 ) ,  fe  

no l (1 51 ) e im idazol (132 ), puesto  que l a  IgG no con tien e  grupos s u l f h id r i l o  

l i b r e s  y e l r e s to  de l a s  p o s ib le s  re acc io n es  secu n d aria s  no o cu rren  o so lo  

lig eram en te  en l a s  cond ic iones u t i l i z a d a s  (pH 7 * 7 ^ 7  ademas son r é v e r s ib le s  

a  pH ligeram en te  a lc a l in o ,  podemos c o n s id e ra r  que l a  reacc io n  tr a n s c u r r e  so 

lo  con lo s  grupos amino. No o b s ta n te , tambien se r e a l iz a  e l  e sp e c tro  de ab­

so rc io n  de l a s  p ro te ln a s  m od ificadas, no observandose cambios en e l  mismo, 

lo  cu a l d e sc a r ta  c u a lq u ie r  p o s ib le  m od ificacion  de lo s  grupos fe n o l de l a  

t i r o s in a  que no hub iese  re v e r tid o  con e l  tiem po.

Igualmente, en la  reaccion de cu a n tifica c io n  de grupos amino l i —



137

b re s ,  se d e s c a r ta  l a  p o s lb ll ld a d  de que p a r te  de l a  ab so rb an c la  a  414 nm 

se a  debida a  l a  re a c c io n  del. TNBS con grupos -SH, que se podrian  haber g e - 

nerado po r l a  p re s e n c ia  de s u l f i t o  en e l  medio de re a c c io n , ya que no se ob 

se rv a  ro tu ra  de pu en tes  d is u lfu ro  cuando se r e a l i z a  una e le c t r o f o r e s i s  en 

g e l de p o lia c r i la m id a  en p re se n c ia  de SDS.

lo  que re s p e c ta  a  l a  m od ificac ién  de lo s  r e s to s  de t r ip to fa n o  

con bromuro de 2 -h id rox i-3n itx ro  b e n c ilo ,  en l a s  cond ic iones â c id a s  en que

se  r e a l i z a  l a  re a c c ié n , lo s  grupos s u s c e p tib le s  a  d a r re acc io n es  secunda----

r i a s  son lo s  s u l f h id r i l o  (144 ), lo s  cu a l es no se  p resen tan  en l a  m olécula de 

F (a b ')g . Dado que e l  numéro de grupos m odificados es re la tiv a m e n te  bajo  

(1 .6  en l a s  co n d ic io n es  mas extrem as u t i l i z a d a s )  no se  han re a liz a d o  co rrec  

c io n es  en e l  c o e f ic ie n te  de e x tin c io n  de l a  p ro te în a , que se  ten d rfan  que 

h ab er re a l iz a d o  en e l  caso de que e l  numéro de grupos m odificados hub iese  

s id o  mas e lev ad o , dada l a  v a r ia c io n  d e l c o e f ic ie n te  de e x tin c io n  a, 280 ^  

d e l t r ip to fa n o  como consecuencia  de l a  m od ificac ion .

La ru p tu ra  de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te r c a te n a r io s  de l a  m olécula 

de IgG no produce cambios conform acionales d é te c ta b le s  por l a s  té c n ic a s  u t i  

l i z a d a s .  EU com portam iento a n tig é n ic o  y por f i t r a c i é n  en g e l no m uestran 

ningun cambio en l a  m olécula como consecuencia  de l a  red u cc io n . Los espec— 

t r o s  de d icro ism o m uestran un e sp e c tro  s im i la r  de l a  IgG e IgG red u c id a , ob 

servandose e l  maximo de e l i p t i c id a d  n e g a tiv a  a 217 nm con dos hombros a  223 

y 2)2 nm resp ec tiv am en te  en concordancia  con lo s  da to s de S tew art (133) pa­

r a  l a  IgG de co n e jo . Eh e l  UV préximo so lo  se observa una l i g e r a  v a ria c io n  

en e l  com portam iento de lo s  espec t r o s  de IgG e IgG red u c id a . Todo e s te  des— 

c a r ta  l a  p re s e n c ia  de cambios im portan tes en l a  conform acion de l a  p ro te în a
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tra s la  reduccion, lo  cual e sta  de acuerdo con Ids dates e x is ta n te s  a c tu a l-  

mente en l a  b ib lio g r a f la  (v e r apartado 1.4)<

La m cd ificac i6n  de l e s  grupos c a rb o x ilo  t ie n e  un e fe c to  d if e re n te  

segun se  r e a l i c e  sobre  l a  m olecula de IgG o sobre e l  f ( a b ') g ,  £n e l  caso  

d e l F ta b 'jg  no se  d e te c ta n  cambios n i  en e l  comportam iento a n tig e n ic o  n i  en 

e l  e sp e c tro  de d icroism o c i r c u la r ,  p rac ticam en te  id d h tic o  a l  de l FC ab ')^  na 

t iv o  cuyas c a r a c t e r i s t i c a s  g é n é ra le s  e s ta n  de acuerdo con l a s  d e s c r i ta s  por 

11b a r  (89 ).

Cuando l a  m odificaci& n de grupos c a rb o x ilo  a f e c ta  a  l a  m olecula de 

IgG, ta n to  e l  e sp e c tro  de d icro ism o oomo e l comportamiento a n tlg e n ic o  cam- 

b ian  s ig n if ic a tiv a m e n te . fh  e fe c to , ya a  lo s  3 minutos de m odificaoi& n se 

pueden d e te c ta r  cambios en e l  comportam iento a n tig e n ic o  que su g ie ren  un po- 

s ib le  cambio conform acional en l a  regi&n Fc, ya que no se  d e tec tan

cambios en e l  F{ah')^ in c lu so  a  tiem pos su p e r io re s  de m od ificac io n , aunque 

no podemos d e s c a r ta r  que e l  cambio en e l  comportamiento a n t ig ln ic o  se  deba 

a una im p licac ion  de lo s  r e s to s  c a rb o x ilo  en e l  de te rm inan ts a n tig ln ic o  co - 

rre sp o n d ie n te  y no a  un cambio conform acional indueido en l a  m o llcu la  como 

consecuencia  de l a  m odificac ion  y que a l t e r a s e  e l  dé term inan te  a n t ig ln ic o . 

No o b s ta n te , lo s  e sp e c tro s  de d icroism o c i r c u la r  confirmant un cambio confo r 

m acional que t ie n e  como consecuencia  l a  p erd id a  d e l hombro a  223 nm en e l  

e sp ec tro  c a r a c te r i s t f c o  de l a  IgG, cambio que tambien se  observa cuando se 

m od ifies e l  Fc humane en lo s  grupos ca rb o x ilo  (7 7 ) . Dado que l a  banda a  223 

nm no se observa n i  en lo s  e sp e c tro s  de d icroism o d e l fhcb n i  en lo s  del 

pFc^ se ha in te n ta d o  a s ig n a r  a  l a  zona de in te ra c c io n  0^2-0^) (1 33 ) / lo  cual 

apo y arla  un cambio conform acional en e s ta  zona como consecuencia  de l a  modi 

f i c a c i ln  de lo s  grupos c a rb o x ilo . La inm unodifusiln  de l a  IgG m odificada
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T rente  a  un a n tls u e ro  a n t l - p F c 'e s ta  de acuerdo con e s ta  h lp o te s ls  ya que, 

aunque se observan  cambios en l a  in te n s id a d  de l a  banda de p re c ip i ta c io n , 

se observa id e n tid a d  t o t a l  e n tr e  IgG e IgG m odificada in c lu so  a l  maximo 

tiempo de m o d if ic a q iln .

Los d a to s  de f i l t r a c i ô n  en g e l de l a s  m oléculas m odificadas en sus 

grupos c a rb o x ilo , ta n to  en e l  caso de l a  IgG como d e l F ta b 'jg *  apun tan , en 

p r in c ip le ,  a  que se  haya producido una peque£Sa com pactacidn como consecuen 

c ia  de l a  m o d if ic a c iln . No o b s ta n te ,  no puede d e sc a r ta rs e  que e s te  l ig e ro  

re ta rd o  en l a  e lu c i ln  se  deba a  una mayor in te ra c c io n  de l a  p ro te in a  con e l 

lecho  de Sepbadex y  no a  un compactamiento de l a  m ollcu la  como consecuencia 

de l a  m o d if ic a c iln . En todo ca so , l a  v a r i a c i ln  es pequeRa e in d ic a  un corn— 

portam ien to  s im i la r  de l a s  m o llcu las  por e s ta  t i c n ic a ,

Por ta n to ,  podemos p en sa r que l a  m od ificac ion  de lo s  grupos carbo­

x i lo  no provoca cambios conform acionales im portan tes en e l  F (a b ')g  y que en 

e l  caso de l a  IgG se  producen cambios conform acionales que a fe c ta n  a  l a  re ­

g ion  Fe y que , probablem ente, e s t in  lo c a liz a d o s  a n iv e l de l a  zona de con­

ta c t e  Cjj2-Og3,

La m od ificacion  de grupos amino no produce cambios d é te c ta b le s  n i  

en e l  com portam iento a n t ig ln ic o ,  n i  en e l  e sp ec tro  ce d icro ism o n i  en e l  vo 

lumen de e lu c i ln  d e l F (a b ')g . iài lo  que se r e f i e r e  a l a  IgG, tampoco se ob­

se rvan  cambios n i  en e l  e sp e c tro  de d icroism o n i  en e l volumen de e lu c i ln  

como consecuencia  de l a  m od ificac ion  y , en cuanto  a  su comportamiento a n t i ­

g ln ic o , no se  d e te c ta n  cambios h a s ta  l a s  48 h o ras de m od ificac ion , cambios 

que no se  d e te c ta n  en l a  reg io n  0^3 cuando se u t i l i z a  un a n tisu e ro  a n ti-p F c .'

E stos d a to s concuerdan b a s ta n te  b ien  con lo s  de Hunneyball y S tan - 

w orth ( 1 3 4 ) que no encontraban  cambios en e l  c o e f ic ie n te  de sedim entacion
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n i  en e l  comportamiento a n tig ln ic o  de l a  IgG de conejo  t r à s  l a  m od ificac ion  

del 95 % de lo s  grupos a c c e s ib le s  a l  TNBS y con lo s  de Nakagawa y c o l.  (l42 j 

que no d e tec tab an  cambios en e l  e sp e c tro  de d icroism o de una IgG humana 

t r a s  l a  m od ificac ion  d e l 86 % de sus grupos amino.

Por ta n to , lo s  re s u lta d o s  nos perm iten  p o s tu le r  que no se  han pro­

ducido cambios conform acionales im portan tes en l a  IgG o e l  FC ab')^ como con 

secu en c ia  de l a  m od ificac ion  de lo s  grupos amino, excepto un p o s ib le  cambio 

lo c a liz a d o  en e l  dominio 0^2 o en l a  reg io n  de co n ta c te  Cg2-Cg) que eé l o  se 

d é te c ta  por e l  cambio en e l  comportamiento a n t ig ln ic o ,  cambio que p o s ib le — 

mente se deba a  una im p lic a c iln  d i r e c ta  de lo s  grupos amino en lo s  dé te rm i­

n a n te s  a n t ig in ic o s  co rre sp o n d ien te s  y no a  un cambio conform acional g en e ra - 

do por l a  m o d if ic a c iln .

Por u ltim o , l a  m o d ific a c iln  de lo s  grupos indo l no p arece  te n e r  

e fe c to s  im portan tes en l a  conform aciln  del F ^ ab ')^  se  deduce a l  no ob- 

s e rv a rse  cambios en su a n tig e n ic id a d , e sp ec tro  de d icro ism o o volumen de 

e lu c i ln .

Los experim entos encaminados a  m edir l a  v a r i a c i ln  de l a  capacidad  

a n ticu e rp o  d e l F (a b ')g  como consecuencia  de l a  m o d if ic a c iln , m uestran l a  

p e rd id a  de a c tiv id a d  an ticu e rp o  que s u f re  l a  m o llcu la  como consecuencia  de 

l a  m o d ific ac iln  de lo s  grupos amino o in d o l. Los d a to s  de hem ag lu tinao iln  y 

de in c o rp o ra c iln  r a d io a c tiv a  r e s u l ta n  concordantes aunque lo s  experim entos 

de in c o rp o ra c iln  r a d io a c tiv a  son mas p ré c is a s  a  l a  h o ra  de d e te c ta r  peque- 

Aas v a r ia c io n e s .

Si b ien  l a  p ird id a  de capacidad  a n ticu e rp o  es de e sp e ra r  cuando se 

m odifican algunos am inoacidos de l a  m ollcu la  de a n tic u e rp o , r é s u l ta  p a ra d i-



141

j l c o  e l aumento de av ldez  que se observa en e l  an ticu e rp o  con la  m odifica— 

c i l n  de lo s  grupos c a rb o x ilo  de l a  m o llcu la . E ste  e fe c to  podr£a c u e s t io n a r -  

se  en lo  que re s p e c ta  a  la s  pruebas de h em ag lu tinao iln  en cuanto  que l a  p re 

s e n c ia  de pequahas c an tid ad es  de agregados o l a  d is p o s ic i ln  g eo m itr ic a  r e l a  

t i v a  d if e r e n te  de lo s  b razos E&b de l a  m o llcu la  como consecuencia  de l a  mo­

d i f i c a c i ln  pud iesen  a l t e r a r  l a  capacidad  de a g lu t in a c i ln  d e l fragm ente (ca­

pacidad  de u n iln  a  dos c l l u l a s  d i f e r e n te s j  s in  a l t e r a r  l a  av idez  del a n t i — 

cuerpo ( y  p o r ta n to  s in  a l t e r a r  l a  c a n tid a d  de a n ticu e rp o  un ida a l  e r i t r o -  

c i t o ) .  S in  embargo ninguno de e s to s  e fe c to s  d a r îa  cuen ta  de l a  mayor u n iln  

e s p e c lf io a  que se  d e tec ts , en lo s  experim entos de in c o rp o ra c iln  r a d io a c t iv a , 

en lo s  que tam bien se observa que l a  in c o rp o ra c iln  ra d io a c tiv a  e s p e c if ic a  

es p rac ticam en te  e l  doble cuando se  m odifican lo s  grupos ca rb o x ilo  del 

Ffab'Jg.

A l a  ho ra  de b u sca r una e x p lic a c i ln  a  e s te  aumento de a v id ez , ya 

que e l  aumento de a f in id a d  d e l c e n tre  a c t iv e  por su de te rm inan ts  a n tig ln ic o  

parece  poco p ro b ab le , se  puede pen sa r que puesto  que l a  m o d ific ac iln  de gru 

pos c a rb o x ilo  é lim in a  l a  ca rg a  n e g a tiv a  de l a  m o llcu la , predom inaran la s  

ca rg as p o s i t iv a s  por lo  que l a  in te r a c c i ln  con l a  s u p e r f ic ie  de l e r i t r o c i to ,  

sobre e l  que predominan la s  ca rg as n e g a tiv a s  (155), e s ta r a  fa v o re c id a . De es 

te  modo, l a  m ollcu la  de an ticu e rp o  te n d r i  menos impedimento -o  in c lu so  po— 

d rfa  s e r  fav o rec id a  -  a  l a  ho ra  de a c o p la r  su c e n tre  a c t iv e  a l  de te rm inan ts  

a n t ig ln ic o  co rre sp o n d ien te .

Los d a to s  de a c tiv id a d  h e m o llt ic a  de lo s  fragm entes F (a b ')g  t r a s  

lo s  d i s t i n to s  procesos de m o d ific ac iln  m uestran l a  im portancia  de lo s  g ru ­

pos i l n ic o s ,  especia lm en te  de lo s  grupos c a rb o x ilo , en e l  ,proceso de a c t iv a
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c i l n  del complemento por l a  v ia  a l te m a t iv a *  M ientrae que l a  m odificacion  

de c a e i  todos lo s  grupos amino a c c e s ib le s  a l  TNBS no lo g ra  re d u c ir  l a  a c t i ­

v idad  an ticom plem entaria 'm as a l i a  de l 60 %. La m odificacion  de lo s  grupos 

ca rb o x ilo  reduce l a  a c tiv id a d  po r encima d e l 90 Esto  e s ta  de acuerdo con

un papel p répondéran ts de la s  c a rg a s  n e g a tiv a s  de l a  m o llcu la  de an ticu e rp o  

en e l  p roceso de a c t iv a c i ln  de l complemento por l a  v ia  a l t e m a t iv a ,  t a l  co­

mo o c u r r i r l a  en e l caso de a c t iv a c i ln  de l a  v ia  a lte rn a t iv e , po r p o lian io n es  

de a l t o  peso m olecular (7 8 ) .

La p o s ib il id a d  de que como consecuencia  de l a  m o d ific ac iln  a l  fra g  

mento P (a b ')g  en s o lu c i ln  (no unido a  l a  s u p e r f ic ie  de l e r i t r o c i t o )  pasase 

a  com portarse como a c tiv a d o r  o como in h ib id o r  (caso  de p o lian io n es  de bajo  

peso m olecu lar (8 2 )) de l a  a c t iv a c i ln  de l complemento po r l a  v ia  a l ' t e m a t i -  

v a , lo  cu a l r e d u c i r la  e l  n iv e l  de complemento y , por ta n to , l a  capacidad  do 

l i s i s  c e lu la r  por a c t iv a c i ln  sobre l a  inm unoglobulina f i j a d a  a  l a  s u p e r f i­

c ie  del e r i t r o c i t o ,  se  d e sc a rt a ,  ya que experim entos c o n tro l re a l iz a d o s  no 

mostraban v a r ia c i ln  en e l  p o ro en ta je  de l i s i s  de e r i t r o c i to s  ac tiv ad o s  con 

F (ab ')g -aE  cuando se  incubaban con suero  (en l a s  cond ic iones d e s c r i ta s  en 

e l  ap artado  3 .12 ) a l  que se  h ab ia  aBadido d i s t i n t a s  c an tid ad es  de F (ab ')^aA  

m odificado en lo s  d i s t i n to s  grupos a l  medio de in c u b a c iln .

La m o d ific a c iln  de lo s  r e s to s  de t r ip t l f a n o  no t ie n e  prac ticam ente  

e fe c to  en l a  a c tiv id a d  an ticom plem en taria  d e l F (a b ')g . Esto  concuerda con 

lo  previam ente d e s c r i to  por R odrick y  c o l .  (90) que no encontraban v a r ia — 

c i l n  en l a  capacidad  de a c t iv a c i ln  d e l complemento por l a  v ia  a l t e m a t iv a  

por inmunocomplejos formados con ovoalblm ina y F (ab ' ) 2  con a c tiv id a d  a n t i r -  

ovoalbumina cuando se  m odificaban h a s ta  dos r e s to s  de t r ip t l f a n o  por molleu 

l a  de F (a b ')g .  Como ya es sab ido  (71)» l a  m o d ific ac iln  d e l mismo numéro de
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r e s to s  de t r ip t l f a n o  por m o llcu la  de IgG suprim e c a s i  to ta lm en te  l a  cap ac i­

dad de a c t i v a c i ln  por l a  v ia  c la s ic a .

P uesto  que l a s  su s ta n c ia s  p o l ia n i ln ic a s  en g en e ra l a c tiv a n  e l com­

plem ento por l a  v ia  a l t e m a t iv a ,  cabe pensar que l a  d ism inuc iln  de l a  a c t i ­

v idad  an ticom p lem en ta ria  con l a  m o d ific a c iln  de lo s  grupos ca rb o x ilo  d e l 

p (a b ')g  se  deba a  una p ird id a  de l a s  e s t ru c tu r a s  re sp o n sab les  de l a  a c t iv a ­

c i l n  mas que a  un e fe c to  secundario  producido como consecuencia de l a  modi­

f i c a c i l n .

For ta n to ,  lo s  d a to s  aqu i o b ten idos parecen  in d ic a r  un papel p re— 

pondéran ts de lo s  grupos ca rb o x ilo  d e l F (a b ')g  en l a  a c t iv a c i ln  d e l comple­

mento p o r l a  v ia  a l t e m a t iv a .

B i l a  in te ra c c io n  con re c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u t r i f i l o s  cabe des 

ta c a r ,  en p rim er lu g a r ,  cimo l a  re d u c c iln  de lo s  puentes d is u lfu ro  in te r c a -  

te n a r io s ,  que no provoca cambios conform acionales d é te c ta b le s  por la s  t i c n i  

cas  u t i l i z a d a s ,  provoca una d ism in u c iln  del orden del 95 % en l a  capacidad  

de in h ib ic i ln  de r o s e ta s  de l a  IgG. E sto s re s u lta d o s  concuerdan con lo s  r e -  

c ien tem en te  d e s c r i to s  po r B a m e tt FO ster y c o l .  (.106) que encuentran  una 

p ird id a  d e l orden d e l 85 % en l a  capacidad  de in h ib ic i ln  de ro s e ta s  con mo- 

n o c ito s  de l a  IgGl humana como consecuencia  de l a  re d u c c iln  y una p ird id a  

d e l 95 % cuando en vez de monocitos u t i l i z a n  n e u t r i f i l o s  humanos. Cuando es 

to s  a u to re s  u t i l i z a n  e l  Fc reducido  en vez de l a  IgG reducIda  e l  e fe c to  no 

es tan  d ra s t ic o  en e l caso  de que se  u t i l i z e n  monocitos ( l a  d ism inuc iln  es 

so lo  d e l o rden del 50 %) pero se  mant ie n s  como l a  IgG reducIda  cuando la s  

c l l u la s  son n e u t r i f i l o s .  E sto d e s c a r ta r l a ,  a l  menos en e l  caso de n e u t r i f i ­

lo s  humanos, que l a  p ird id a  se  deba a un impedimento e s t i r i c o  por p a r te  de
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lo s  b razos Fab t a l  conx> se  ha p o stu lado  en l a  p e rd id a  de capacidad  ne a c t i -  

vacion  de l complemento por l a  v ia  c la s ic a  t r a s  l a  re d u c c iln  (156).

Por ta n to , l a  c o n c lu s iln  que cabe d e s ta c a r  de todos e s to s  e s tu d io s  

es l a  e levada s u s c e p tib i l id a d  de l a  in te r a c c i ln  con re c e p to re s  c e lu la r e s  a 

lo s  pequeBos cambios conform acionales que posib lem ente se  produzcan como con 

secuenc ia  de l a  re d u c c i ln .

La m o d ific a c iln  de lo s  grupos ca rb o x ilo  de l a  IgG suprim e to ta lm en  

te  l a  capacidad  de u n iln  a  lo s  re c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u t r i f i l o s .  No obs­

ta n te ,  y  dada l a  im portancia  de lo s  cambios conform acionales d e tec tad o s  

t r a s  l a  m o d if ic a c iln , cabe pen sa r que e l  e fe c to  sea  mas b ien  por una a c c i ln  

in d i r e c ta  , po r e l  cambio conform acional producido  ̂ que po r una im p lica—  

c i l n  d i r e c ta  de e s to s  g rupos.

La m o d ific a c iln  de lo s  grupos ainino de l a  IgG provoca una p ird id a  

g radua l de su a c tiv id a d  c i t o f l l i c a  que l l e g a  a  s e r  d e l 73 % a l  maximo tiem ­

po de m o d if ic a c iln . Dado que a  l a s  12 h o ras  (en que se  han m odificado un 

62 % de lo s  grupos a c c e s ib le s  a l  TNBS) l a  p ird id a  de a c tiv id a d  es s i l o  del 

30 % y  que aun m odificando e l  91 % de lo s  grupos a c c e s ib le s  «ü. TNBS no se  

reduce l a  a c tiv id a d  mas a l i a  d e l 77 9 ,̂ s i  b ien  se  puede p en sa r en una p o s i­

b le  im p lic a c iln  de lo s  grupos amino en l a  u n iln  a  re c e p to re s  c e lu la re s  de 

n e u t r i f i l o s ,  e l  hecho de d e te c ta r  cambios a n t ig in ic o s  en l a  r e g i ln  Fc, que 

no a fe c ta n  a lo s  dom inies Ug), hace pensar en l a  p o s ib il id a d  de que se pro­

duzcan cambios conform acionales que seen lo s  re sp o n sab les  de l a  p ird id a  de 

a c tiv id a d  obseznrada. No o b s ta n te , a l  maximo tiempo de m o d ific a c iln  (72 ho­

r a s )  y con cambios c la ro s  en e l  comportamiento a n t ig ln ic o ,  l a  IgG posee una 

a c tiv id a d  c i t o f f l i c a  s u p e r io r  a  l a  de l a  m o llcu la  red u c id a , hecho que no ca 

b r f a  e sp e ra r  s i  se  hub iese  producido un cambio conform acional im portan te  a
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n iv e l d e l dominio Cg2 o de l a  zona de c o n ta c te  Gg2-Gg3. Ademas, recordemoa 

que no se  produce v a r ia c i ln  en e l  e sp e c tro  de dicroism o de l a  IgG t r a s  l a  

m o d if ic a c iln  de lo s  grupos amino y especia lm en te  que se m antiene l a  banda a 

225 nm. Todo e s to  e s t a r l a  a  fav o r de que e l  cambio de a n tig e n ic id a d  se  debe 

r f a  a  una im p lic a c iln  d i r e c ta  de lo s  grupos amino en lo s  dé te rm inan tes a n t i  

g in ic o s  y no a un e fe c to  secundario  sobre l a  confo rm aciln , y por ta n to  hace 

mis p rcb ab le  que e l  e fe c to  observado en l a  capacidad  de u n iln  a  lo s  re cep to

re s  c e lu la r e s  de n e u t r i f i l o s  se a  una consecuencia  d i r e c ta  de l a  m odifica----

c i l n  de lo s  grupos amino y no de un cambio conform acional indueido por l a  

m od ificac i& i.

Bi experim entos encaminados a  comprobar e l  e fe c to  de l a  m odifica— 

cio n  quim ica en l a  a c tiv id a d  opson izan te  de l a  IgG, Messner y c o l .  (157) en 

co n tra ro n  que l a  m o d if ic a c iln  de grupos amino con c ia n a to  p o ta s ic o  é lim in a -  

ba de forma p rac ticam en te  to t a l  l a  capacidad  o p so n izan te , ta n to  de l a  IgG 

humana coAo de l a  IgG de conejo . No o b tan te  e s to s  au to re s  miden un e fe c to  

f i n a l  (e l im in a e i ln  de S taphylococcus au reu s) y por tan to  su s re s u lta d o s  son 

mas com plejos de e v a lu a r . _ .

La p o s ib le  im p lic a c iln  de lo s  grupos amino en l a  union a  re cep to — 

re s  c e lu la r e s  se  in te n ta  tambien s u s te n ta r  basandose en lo s  da to s de C ic c i-  

marra. y ooL ( 104) que han encontrado un p ép tid o , cuya com posiciln  em pfrica 

e s : Tyr-Ser^-Lysg-Leu-Thr-V al-A sp-A rg, que es . capaz de in h ib i r  l a  forma 

c i l n  de ro s e ta s  e n tre  e r i t r o c i to s  r e c u b ie r to s  de IgG humana y monocitos a 

co n cen trac io n es de l orden de 0 .6  nf^8*10^ m onocitos.

Bi n u e s tro  s is te m a , con IgG y n e u t r i f i l o s  de co n e jo , l a  im portan— 

c ia  de lo s  grupos amino no parece  tan  c r u c i a l ,  aunque cabe l a  p o s ib il id a d  

de que lo s  grupos amino im plicados en l a  in te r a c c i ln  con re c e p to re s  no sean
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fac llm en te  a c c e s ib le s  en la s  cond ic iones de m od ificacion  u t i l i z a d a s  y , po r 

ta n to , no se roodifiquen en su to ta l id a d .

Por u ltim o , s i  b ien  l a  incapacidad  del fragm ents fkcb y l a  de l 

fragm ents p F c 'p a ra  in h ib i r  l a  fo rm aciln  de ro s e ta s  p o d rla  in d u e im o s a  pen­

s a r  en l a  im portanc ia  de l a  zona de in te r a c c i ln  Cg2-Cg3 en l a  u n iln  con re ­

c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u t r i f i l o s ,  lo s  d a to s  son c u e s tio n a b le s  en b ase  a 

lo s  s ig u ie n te s  p u n to s ;

a )  El Ikcb no s i l o  se  d if e re n c ia  de l a  IgG en que l e  f  a l ta n  lo s  do 

m inios Cg3 s in s  que , adem ls, lo  mas p robable es que l a  d is p o s ic i ln  r e l a t i ­

ve de lo s  dominios Cg2 no se a  l a  misma en e l  Facb y en l a  IgG a l  no h ab e r 

in te ra c c io n e s  co v a le n te s  e n tre  lo s  dominios Cg2 y no e x i s t i r  lo s  dominios 

Cg3 que lo s  m antenian re la tiv a m e n te  p rix im os. For ta n to , a  f i n  de d i lu e id a r  

s i  l a  p ird id a  de a c tiv id a d  c i t o f l l i c a  d e l Eacb se  debe a  l a  mayor sép a ra—  

c i l n  de lo s  dominios Cg2 e n tre  s i  o a  l a  p e rd id a  de e s t ru c tu ra s  p ré se n te s  

en e l  dominio 0^3, s e r l a  in te re s a n te  que en e s tu d io s  p o s te r io r e s  que se  re a  

l iz a s e n  con e l  fragm ente Facb se  e s ta b le c ie s e  un re t ic u la d o  de lo s  dominios 

Cg2 de modo que se m antuviesen prix im os espacia lm en te  t r a s  l a  e lim in a e iln  

de lo s  dominios 0^3 de l a  m o llcu la  de IgG.

b )  La incapac idad  d e l fragm ente p F c ' p a ra  in h ib i r  l a  fo rroaciln  de 

r o s e ta s  es un argum ente mas contundente a  l a  h o ra  de d e s c a r ta r  lo s  dominios 

Cg3 como e s t ru c tu r a s  re sp o n sab les  de l a  a c c i ln  c i t o f l l i c a .  En e fe c to , lo s  

e s tu d io s  re a l iz a d o s  h a s ta  ahora  ( 39*13 3 ) in d ican  que l a  conform aciln  d e l 

fragm ente p F c ' no parece  v a r i a r  ap reciab lem en te  con re sp e c te  a  l a  que te n -  

d r la  en l a  m o llcu la  de IgG I n ta c ta .  Esto s i t u a  en v e n ta ja  a l  fragm ente pPo ' 

de l a  IgG de conejo con re s p e c te  a  fragm entes p F s ' p rocédan tes de o tr a s  

IgG , t a i e s  como l a  humana en que parecen a p re c ia rs e  cambios a l  comparar
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l a s  conform aciones de l fragm ento a is la d o  con l a  que l e  co rre sp o n d e ria  en la  

m o llcu la  de IgG (133)* a  l a  h o ra .d e  ab o rd ar e s tu d io s  fu n c io n a le s .

No o b s ta n te , y puesto  que e x is te  c o n ta c ts  e n tre  lo s  dominios Cg2 y 

Cg3* posib lem ente se  produzcan i ig e r o s  cambios conform acionales en e l  f r a g ­

mente p R : ' como consecuencia  de l a  d ig e s t i ln  y , por ta n to , cabe l a  p o s i b i l i  

dad de que sean e s to s  cambios lo s  resp o n sab les  de l a  incapacidad  del f r a g — 

mento p a ra  m edlar l a  u n iln  a  lo s  re c e p to re s  c e lu la r e s .

Por ta n to , podemos c o n c lu ir  que l a  in te r a c c i ln  de IgG de conejo  . 

con re c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u t r i f i l o s  es muy s e n s ib le  a  cambios conforma­

c io n a le s  en l a  r e g i ln  Fc (posib lem ente por a f e c t a r  e s to s  cambios a l a  zona 

de c o n ta c te  Cg2-Cg3 o a  l a  d is p o s ic i ln  es p a c ia l  r e l a t i v a  de lo s  dominios 

Cg2) y p ré s e n ta  una dependencia menos acusada de l a  p re se n c ia  de grupos ami 

no in t a c te s .
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1 . -  La re d u c c iln  y  p o s t e r io r  a lq u i la c i ln  de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te r c a te  

n a r io s  de l a  m o llcu la  de IgG de conejo  no produce cambios conform aciona 

l e s  d é te c ta b le s  po r l a s  t ic n ic a s  u t i l i z a d a s .

2 . -  La m o d ificac iln  de lo s  grupos c a rb o x ilo  no produce cambios conform acio­

n a le s  d é te c ta b le s  en e l  fragm ente F (a b ')g . S l se  d e tec tan  cambios con— 

f  orm acionales en l a  r e g i ln  Fc de l a  m olecula de IgG como consecuencia  

de l a  m o d ific ac iln  de su s grupos c a rb o x ilo , posib lem ente a  n iv e l  de l a  

zona de c o n ta c te  Og2-Cg3«

No se  d e tec tan  cambios confo rm acionales en e l  fragm ente F (a b ')g  como 

consecuencia  de l a  m o d if ic a c iln  de su s g rupos amino. E sta  misma m odifi 

c a c i ln  provoca cambios en e l  com portam iento a n t ig ln ic o  de l a  r e g i ln  Fc, 

b ien  en l a  zona de c o n ta c te  Cg2-Cg3 o en lo s  dominios 0^2, que p o s ib le  

mente se debem a  una im p lic a c iln  d i r e c ta  de lo s  grupos amino en lo s  de 

te rm in an tes  a n t ig in ic o s  y no a  un cambio conform acional in  duc ido  por 

l a  m o d if ic a c iln .

4 . -  La m o d ific ac iln  de lo s  grupos in d o l de l a  m o llcu la  de F (a b ')g  no provo­

ca  cambios conform acionales d é te c ta b le s  po r l a s  t i c n ic a s  u t i l i z a d a s .

5 . -  La m o d ific a c iln  de lo s  grupos c a rb o x ilo  d e l fragm ente F tab 'jg ^aB  provo­

ca  un aumento de av id ez  d e l a n tic u e rp o  p o r l a  s u p e r f ic ie  de l e r i t r o c i t o  

que e s  de l orden d e l 100 % a. 5 m inutos de m o d ific a c iln  y se  m antiene de 

e s te  orden h a s ta  e l  maximo tiempo de m o d if ic a c iln .

6 . -  Se observa un* p e rd id a  de av id ez  d e l F (a b ')g  -aE  por l a  s u p e r f ic ie  de l 

e r i t r o c i t o  con l a  m o d if ic a c iln  de lo s  g rupos amino que l l e g a  a  s e r  del 

40  % a  l a s  72 ho ras de m o d if ic a c iln .

7 . -  Cuando l a  m o d ific a c iln  a f e c ta  a  lo s  grupos in d o l ,  l a  p ird id a  de av idez  

del F (a b ')g -a E  por l a  s u p e r f ic ie  de l e r i t r o c i t o  es del orden 50 %
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a l  maximo tiempo de m odificaciln*

8 . -  La m o d if ic a c iln  de lo s  gmipos ca rb o x ilo  provoca una d ism in u c iln  en l a  

capacidad  d e l FC ab ')^  p a ra  a c t iv a r  e l  complemento por l a  v ia  a l t e m a t i  

va que es s u p e r io r  a l  90 a l  maximo tiempo de m o d if ic a c iln .

9 . -  Cuando lo s  grupos o b je to  de m odificacion  son lo s  amino, l a  capacidad  

de a c t iv a c i ln  de l complemento por p a r te  d e l F (a b ')g  no se  reduce mas 

del 60 %,

1 0 .-  La m o d if ic a c iln  de lo s  grupos indo l no a f é c ta  l a  capacidad  de a c t iv a ­

c i l n  de l complemento p o r e l  F fa b 'jg .

1 1 .-  La ro tu ra  de lo s  puen tes d is u lfu ro  in te rc a te n a r io s  de l a  IgG disminuye 

su a c tiv id a d  c i t o f l l i c a  d e l orden del 95 %•

1 2 .-  La m o d ific a c iln  de lo s  grupos ca rb o x ilo  de l a  IgG suprim e to ta lm en te  

su a c tiv id a d  c i t o f l l i c a .

1 3 .-  La m o d if ic a c iln  de lo s  grupos amino provoca un décrém ente g raduai de 

l a  a c tiv id a d  c i t o f l l i c a  de l a  IgG que l l e g a  a  s e r  de un 75 a l  maximo 

tiempo de m o d if ic a c iln  (72 h o ra s ) .

1 4 .-  Tanto e l  fragm ente Facb como e l  fragm ente p F : ' se m uestran incapacesde  

in h ib i r  l a  a c t iv id a d  c i t o f l l i c a  de l a  IgG.

1 5 .-  Los d a to s ob ten idos son com patib les cent

a )  Un papel p répondéran ts  de l a s  ca rg as n e g a tiv a s  d e l F (a b ')g  de l a  

IgG de conejo  en l a  a c t iv a c i ln  del complemento por l a  v ia  a l t e m a t i  

va.

b ) C ie rto  papel de lo s  grupos amino en d icha  a c t iv a c i ln

c )  R e q u is ite s  conform acionales muy fu e r te s  en l a  u n iln  de l a  IgG de co 

n e jo  a  re c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u t r i f i l o s  que favorecen  la  h ip i t e — 

s i s  de que sea  en l a  zona de co n tac te  Cg2-Gg3 o en e s tm c tu ra s  s i —
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tu ad as  en ambos dominios Cg2 donde se lo c a l ic e n  lo s  re s id u e s  respon 

sa b le s  de l a  a c tiv id a d  c i t o f l l i c a .

d) P o s ib le  papel de lo s  grupos amino de l a  IgG de conejo  en l a  in te ra c  

c i l n  con re c e p to re s  c e lu la r e s  de n e u t r i f i l o s .
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