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1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION 1

El sistema inmune humano estd formado por dos componentes funciona-
les: el sistema innato y el adaptativo. El sistema inmune innato previene de la entrada
de los agentes infecciosos mediante una gran variedad de barreras fisiolégicas corpo-
rales (piel, mucosas, etc.). El sistema inmune adaptativo actia causando una reaccién
especifica contra el agente dafiino elimindndolo y ademads, se caracteriza por desarro-
llar una memoria especifica inmunoldgica que previene de una reinfeccién del
mismo agente. El componente adaptativo estd formado por una gran variedad de
células y moléculas, de las cuales los linfocitos y las inmunoglobulinas (Ig) son los
mas importantes. Existen dos tipos de linfocitos, los T que estén implicados en 1a in-
munidad celular y los B, en la humoral. Como consecuencia de una exposicion a un
determinado antigeno (Ag), las células B se diferencian en células plasmadticas que se
caracterizan por sintetizar unas moléculas que reaccionan con el Ag. Estas moléculas
son los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas. De las 5 clases de Ig humanas, la I1gG
es la predominante y se caracteriza por diferenciarse en 4 subclases (IgG, 1gG,, IgG,,
IgG,) segin sus determinantes antigénicos, sus propiedades fisico-quimicas y sus
funciones biolégicas. Desde que se establecieron las bases de este polimorfismo se ha
buscado su relevancia fisioldgica. Asi, serfa interesante saber por qué determinados
antigenos provocan una respuesta restringida a una subclase, o por qué difieren estas
subclases en su capacidad de proteccién del organismo o por qué determinadas
patologias estan asociadas con alteraciones de ciertas subclases.

Las cuatro subclases de la [gG humana pertenecen a la familia de las in-
munoglobulinas que son un grupo de glicoproteinas (poseen un 2-3% de carbohidra-
tos) compuestas por 2 cadenas pesadas idénticas (H) y 2 cadenas ligeras idénticas (L)
unidas por fuerzas no covalentes y por puentes disulfuro. Las regiones amino termi-
nales de la cadena H (V,)) y de la L (V) se caracterizan por tener una gran variabili-
dad en su secuencia de aminodcidos. En estas regiones existen unas secuencias que
exiben una variabilidad extrema y se denominan regiones hipervariables. Por el
contrario, las regiones C-terminales de ambas cadenas poseen muy poca variacion en
su secuencia. La parte no variable de la cadena ligera se denomina C, y la de la
cadena pesada, C . Esta dltima estd formada por los dominios C, 1, region bisagra,
C,2 y C,3. Funcionalmente, las regiones V estdn implicadas en el reconocimiento y
unién del Ag. Las regiones C sin embargo, son las responsables de las funciones
efectoras de la 1gG. Entre los brazos Fab (constituidos por los dominios V de ambas
cadenas y por los dominios C_ y C_1) y los dominios C-terminales de la cadena
pesada en el Fe, se encuentra la regidn bisagra. La regidn bisagra tiene la funcion de
proveer flexibilidad entre los diferentes segmentos de la IgG. Esta funcién es impor-
tante porque parece tener una gran influencia sobre algunas funciones efectoras de la
IgG, como mds adelante se comentard. La diferenciacion de la IgG en 4 subclases
esta basada en diferencias estructurales y fisicoquimicas y en las distintas funciones
efectoras.



Diferencias estructurales v fisicogquimicas
Las diferencias estructurales entre las cuatro subclases de IgG, cuyos
esquemas se representan en la Figura 1.1, se encuentran en los siguientes puntos:

- Regidn bisagra. Tanto en términos de residuos implicados como en el nlimero
de puentes disulfuro intercatenarios.

- Posicién del puente disulfuro entre las cadenas Hy L.

- Composicién de carbohidratos. Todas las IgG poseen oligosacaridos asociados
al Fc, aunque no esta bien definido en todos los casos ni su composicién de monosa-
caridos , ni el punto de anclaje. Parece que estan unidos al dominio C 2 a través de un
enlace N-glicosidico y se han detectado hasta 20 estructuras diferentes basadas en un
nicleo de manosil quitobiosa. También se ha visto que algunas IgG poseen oligosa-
caridos unidos al Fab a través de enlaces N-glicosidicos (Burton, 1985). Ademas de
mantener la estabilidad de los dominios son importantes porque influyen en la
susceptibilidad a la proteolisis y en su vida media en el organismo.

- Secuencia de aminodcidos y marcadores genéticos. Si comparamos las secuen-
clas primarias de las distintas cadenas H encontramos que existe un alto grado de
homologia, aunque por supuesto existan diferencias antigénicas. Ademas de estas
diferencias de secuencia, existe una variacion alotipica que se refiere a la variacion
genética dentro de una especie que implica alelos diferentes en un locus determinado.
Estos alotipos, que se caracterizan normalmente por pequenas diferencias en la
secuencia de aminoacidos, son marcadores que no estin presentes en todos los indivi-
duos y se encuentran tanto en los dominios de la cadena H (Gm) como en la L. (Km).
Cuando un marcador se comporta como alotipico para una(s) determinada subclase
de 1gG y como isotipico para otra(s), se denomina isoalotipo. La presencia de estos
marcadores es importante porque estan asociados con incrementos o disminuciones
en las respuestas frente a determinados Ag.

- Proporcion entre las cadenas L (A:x).

A nivel fisicoquimico, las cuatro subclases se diferencian en el peso
molecular, coeficiente de sedimentacidn, movilidad electroforética y susceptibilidad
a las digestiones proteoliticas.

Diferencias en las propiedades bioldgicas

Las diferencias estructurales anteriormente mencionadas son en gran parte
responsables de las diferentes propiedades bioldgicas que presentan las distintas
subclases de IgG. Estas propiedades son por un lado, las relacionadas con la unién al
antigeno (afinidad y valencia funcional) y por otro, sus funciones efectoras (unién al
complemento, unidn a los receptores Fe, etc.). Mds adelante, se comentardn con
detalle.



Figura 1.1. ESTRUCTURA DE LAS CUATRO SUBCLASES DE LA IgG HUMANA. En
la Figura se representan las regiones constantes (===), regiones variables (), los puntos de
digestién proteolitica con papaina (eees) y pepsina (eee), asi como los fragmentos que se
originan. También se representan las zonas de unién de oligosacdridos ( @ ) y del

componente C1 del complemento (¢ ).

De todas las subclases de IgG, probablemente la mds llamativa sea la IgG,
porque a pesar de representar sélo el 3-5% del total, llega a ser la Ig dominante en
numerosas alteraciones clinicas (parasitosis, atopia, etc.). Ademds, ha recibido mucha
atencién debido a sus caracteristicas biolGgicas tan especiales y diferentes de las otras
subclases. El papel més estudiado de 1a IgG,, que es del que se ocupa este trabajo, es
su posible funcién en las enfermedades alérgicas en sus dos vertientes: como anti-
cuerpo sensibilizante y/o bloqueante, que més adelante se comentara en detalle.



1.1. PROPIEDADES ESTRUCTURALES DE LA IgG,

Una de las caracteristicas estructurales mds importantes de la IgG,, debido
a su posible incidencia en su comportamiento bioldgico, es la composicién de la
region bisagra. Como se ha mencionado, las diferencias en esta regién se deben al
nimero de residuos implicados (IgG =15, 1gG,=12, IgG,=62, 1gG,=12) y en el
numero de puentes disulfuro intercatenarios. La IgG, posee dos puentes disulfuro con
una flexibilidad restringida que es intermedia entre la de 1gG, y la de IgG,, que
dificulta el libre movimiento de los brazos Fab. Estas caracteristicas, pequefio tamafio
y flexibilidad limitada, podran ser las responsables de impedir el acceso del compo-
nente C1 del complemento y por tanto, de impedir su activacién (Isenman y col.,
1975).

En cuanto a las caracteristicas antigénicas, la IgG, posee aminoacidos
especificos en todos los dominios C,. Mediante el empleo de anticuerpos policlonales
y monoclonales se ha demostrado la existencia de epitopos expresados en €l dominio
C,2 y en el dominio C, 3. También existe un aminoacido especifico (Lys 196) en el
dominio C1 y no se descarta la existencia de otros tipos de determinantes especificos
expresados en esta region (Jefferis, 1986). Ademas de estas diferencias antigénicas y
en relacidn con la existencia de marcadores genéticos, Kunkel y col. (1970) demos-
traron la existencia de dos isolotipos para la IgG,, el Gm 4a presente también en todas
las IgG, y IgG, y el Gm 4b presente en todas las IgG,. Aunque no existe ningun dato
que lo demuestre, se ha sugerido (Stanworth, 1983b) que estos isolotipos podrian ser
responsables de los diferentes papeles que la IgG, parece jugar. Ademas de estas
variantes, la aplicacion de varios reactivos monoclonales anti-lgG, ha revelado la
existencia de otras dos variantes antigénicas (Walter y col., 1986). Una de ellas es la
paraproteina War, que se caracteriza por expresar epitopos de IgG, en el dominio C 2
y la ofra es la paraproteina Sla que representa una variante que es deficiente en la
expresion de los epitopos Fc de 1a IgG,. La influencia de estas variaciones estructura-
les menores sobre las funciones efectoras aun no se ha determinado, pero de nuevo,
podrian jugar un papel importante a la hora de diferenciar los distintos comporta-
mientos de la IgG,.

Otro distintivo estructural importante entre las subclases es su composi-
cion en oligosacdridos. En el caso concreto de la IgG, se ha sugerido que podria
poseer un grupo carbohidrato extra en la region Fab (Halpern, 1983) y que la
existencia de pequefias variaciones en la composicion de azicares podria influir en la
patologia molecular de esta subclase (Stanworth, 1983b).

La IgG, se diferencia del resto de las subclases en la proporcion de las
cadenas L. De tal manera, que la relacion A:x es la siguiente: IgG =2.4, IgG,=1.1,
IgG,=1.4, 1gG,=8.0.



Finalmente, otra caracteristica estructural de 1a IgG, que hay que mencio-
nar y que en este caso no se¢ trata de un distintivo especial, es la posicion del puente
disulfuro entre las cadenas H y L. En la IgG, se realiza la unién entre la regién C-
terminal del dominio C, y la Cys situada en la posicién 131 del dominio C 1.

A nivel fisicogquimico, la IgG, se caracteriza por tener un peso molecular
de 146.000, el punto isoeléctrico mas bajo (7.2) de las subclases de IgG y la mayor
movilidad electrofdretica, probablemente debido a su mds bajo contenido en aminoa-
cidos bdsicos. Esta ultima caracteristica sirvié para relacionar a la IgG, con un com-
portamiento como anticuerpo anafilactico porque los Ac de IgG descritos como anafi-
ldcticos se diferencian precisamente por su mayor movilidad.

l.a otra gran diferencia entre las subclases es el grado de susceptibilidad a
las digestiones proteoliticas con diferentes tipos de enzimas, como la papaina y la
pepsina. Asi por ejemplo, la IgG, necesita la presencia de Cys para ser digerida por la
papaina (igual que la IgG,), porque parece ser que es necesarto reducir los puentes
disulfuro inter cadenas H antes de la digestién (Burton y col.,1986). Por el contrario y
junto con la IgG, es la mds sensible a la digestién con pepsina.

1.2. PROPIEDADES BIOLOGIGAS DE LA IgG,

De todas las subclases de IgG, la IgG, es la que posee las propiedades
biologicas mads atipicas como se detalla a continuacion.

1.2.1. Concentracion sérica

Con el reconocimiento de que ciertas alteraciones de los niveles séricos de
las subclases de 1gG parecian estar asociadas a diversos tipos de enfermedades, se
comenzo a dar mucha importancia al establecimiento de valores de referencia norma-
les que se puedan encontrar en individuos sanos. Sin embargo, hasta ahora, no ha sido
facil aicanzar este objetivo y los resuitados varfan segun las diferentes investigacio-
nes, sobre todo para la IgG,. Probablemente, alguna de estas diferencias se pueda
explicar por la diversidad de técnicas y reactivos empleados, pero también por las
variaciones producidas debido a factores como la edad, sexo, raza, enfermedades no
manifestadas, etc.

La IgG, procedente de la madre a través de la placenta y la leche se va
reemplazando gradualmente por la sintetizada en el nifio, siendo este proceso lento
puesto que hasta los 11 afios no se alcanzan los niveles adultos ( Lee y col., 1986).

En adultos es la menos abundante de las 4 subclases, representando entre
un 0.4 y un 4 % del total de IgG. Se caracteriza ademds, por seguir una distribucién
sesgada en la poblacién igual que la IgE, con unas desviaciones estindar de la media



muy amplias lo gue hace muy poco preciso establecer valores normales. En la tabla
siguiente se resumen la media y rangos de referencia publicados por varios autores:

Referencia X(g/h IgG, Rango Ensayo Ac Calibrador

Morell y Skvarill 0.46 0.03-2.9 RIA P WHO67/97
(1971)

Van Der Giessen 0.6 0.05-2.03 RID P Estdndar propio
(1975)

Shakib y col. 0.08 0.015-0.185 RID P Mezcla de
(1975) paraproteina
French y Harrison 0.24 0.03-54 RID M WHO67/97
(1984)

Auconturier y col. 0.46 0.01-1.87 CEI M Mezcla de
(1984) paraproteinas

Layton y Stanworth 0.10 0.01-0.53  ELISA M  Estédndar propio
(1984)

Tabla 1.1. P=policlonal; M=monoclonal; RIA=radicinmunoensayo; RID=inmunodifusién
radial; CEl=inmunoensayo competitivo; ELISA=enzimoinmunoensayo; X representa el

valor medio de concentracion.

Las concentraciones en los individuos sanos se ven alteradas, como ya se
ha comentado, por maltiples factores entre los que destaca el sexo. De tal forma, que
parece que existe una tendencia a que la concentracion de IgG, al igual que la de IgE,
sea superior en hombres que en mujeres (Merret y col., 1983).

Finalmente, parece que su representacion tanto en la superficie de las
c€lulas B como en otros fluidos corporales es del 1 % del total de 1a IgG.

1.2.2. Valencia funcional y afinidad

La propiedad que tienen los anticuerpos IgG de formar inmunocomplejos
reside precisamente en su capacidad para que cada molécula de 1gG una 2 méleculas
de Ag. La IgG,, sin embargo, a pesar de tener la misma estructura que las otras sub-
clases, es incapaz de comportarse como bivalente, como comprobaron Van der Zee y



col.(1986a) estudiando la formacién de inmunocomplejos IgG,-albimina de gato y
fosfolipasa (PLA). Estos autores comprobaron que los Ac 1gG, a diferencia de los
IgG,, eran incapaces de unirse a cualquiera de estos Ag adsorbidos a una fase solida y
al mismo Ag marcado afadido en solucion. Esta aparente monovalencia funcional ex-
plicaria que los complejos formados por la IgG, sean muy pequefios e incapaces de
precipitar. Esta propiedad podria ser debido a la escasa longitud y a la rigidez de la
region bisagra (O1 VT y col., 1984, Klein M, 1981). Sin embargo, cuando se ha
tratado de mejorar la movilidad de los brazos Fab mediante reduccion o digestion con
pepsina, la IgG, no ha cambiado su condicién de anticuerpo monovalente.

Relacionado también con la unién al Ag, la afinidad describe la fuerza de
la interaccién entre el sitio de union del Ac y el determinante antigénico y por tanto es
una caracteristica muy importante en la efectividad de la respuesta inmune. Los
estudios realizados inicialmente sobre la afinidad del los anticuerpos IgG, los lleva-
ron a cabo Devey y col., (1985) aplicando la técnica de la precipitacién con polieti-
lenglicol 8000 al 3% para separar el Ag unido al anticuerpo del Ag libre. Sin embargo,
es posible que estos resultados hayan sido debidos a la técnica empleada puesto que
posteriomente, no se han podido reproducir. Tanto Van der Zee y col. (1986b) como
mds recientemente Devey y col. (1988) han comprobado que los anticuerpos IgG, no
son de baja afinidad.

1.2.3. Activacion del complemento

La habilidad para activar la via clasica del complemento es una de sus
principales funciones efectoras, que desencadena un conjunto de reacciones bioldgi-
cas que producen inflamacion y conducen a la eliminacién de los agentes infectivos.
La via cldsica del sistema es activada por la interaccion entre anticuerpos 1gG agrega-
dos o complejos Ag-IgG con el componente C1, a través de un sitio de unién en el
dominio C, 2 adn no bien definido, en el que los residuos Glu 318, Lys 320 y Lys 322
parecen esenciales (Burton, 1985).

La IgG,, a diferencia de las otras subclases, tanto en estado nativo como
agregado es incapaz de unirse al C1 y activar la cascada del compiemento (Ishizaka y
col., 1967). Por el contrario, los fragmentos Fc de IgG, actian como potentes
activadores, lo que implicaria que probablemente, el sitio de unién se encuentre
impedido estéricamente por el Fab debido a la rigidez de la regién bisagra. La
flexibilidad de esta regidon no es, sin embargo, la iinica causa que posibilita la
interaccién, de hecho, hay otros factores como la contribucion del C 3 o la glicosila-
cién del C, 2. En el caso concreto de 1a 1gG,, se ha demostrado recientemente (Tao y
col. 1991) que existe también una estructura responsable de su comportamiento
diferencial localizada en la zona C-terminal del C, 2 (residuos 292-340).



A esta caracteristica hay que sumarle su capacidad de inhibir la precipita-
cién y Ja activacién del complemento por complejos Ag-1gG,, no sélo impidiendo la
interacion sino reduciendo la agregacion de los complejos necesaria para la activa-
cion del complemento (Van der Zee y col., 1986b).

1.2.4. Union a los receptores Fc

Otra funcion efectora importante es su habilidad para unirse a los recepto-
res Fc (reconocen la regién Fc de la IgG), los cuales estan implicados en toda una
seric de procesos importantes en la inmunidad celular como la fagocitosis o la
liberacion de mediadores inflamatorios. Segun la clasificacion de Anderson y Looney
(1986) existen tres clases de receptores Fe (Fc R) para la IgG humana: FcyRI, de alta
afinidad expresado fundamentalmente en monocitos, FcyR[I, de afinidad intermedia
expresado en una gran variedad de poblaciones celulares (monocitos, células B,
neutrétilos, eosindfilos y plaquetas) y finalmente, el Fc RIIL, de baja afinidad que
aparece en neutréfilos, eosinéfilos, macrofagos y células K. Todos estos tipos celula-
res exhiben un patrén de afinidad para las 4 subclases muy similar: IgG, > IgG, >
1gG, >> 1gG,. En este caso, la baja afinidad relativa de la [gG, no parece ser debida a
un problema estérico porque los fragmentos aislados de Fc presentan la misma
afinidad.

Por otro lado, se han llevado a cabo numerosos estudios para determinar la
existencia de receptores especificos para estas [g en basofilos y mastocitos con ¢l fin
de llegar a entender los mecanismos de los procesos alérgicos. Dentro de este
contexto, €s interesante comentar que Ishizaka (1979) demostrd la existencia de
receptores Fc en estos tipos celulares para IgG agregada. Mis recientemente (Ansel-
mino y col.,1989), se ha podido comprobar que los basdfilos poseen receptores
Fc RIlalos que laIgG, agregada se une con mayor afinidad ( IgG, > IgG, = 1gG, >>
IgG,) y cuya implicacién en la Alergia no estd determinada. Mds adelante se comen-
tard mds detaliadamente la presencia o ausencia, de receptores especificos para IgG,
en basdfilos.

1.2.5. Otras propiedades

Finalmente y a pesar del comportamiento diferencial que hemos visto que
exhibe la [gG,, comparte algunas propiedades con las otras subclases. Su vida media
en plasma, semejante a la IgG, e IgG,, es de 11-21 dias. Une proteina A de Staphylo-
coccus aureus a través de un sitio no muy bien determinado entre las regiones C. 2 y
C,3, en el que la existencia de una histidina en posicién 435 es fundamental.
También une proteina G con la misma o incluso mayor afinidad que las otras subcla-
ses.



1.3. REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE DE IgG,

Se sabe que existe una restriccién en la sintesis de las diferentes subclases
de IgG como respuesta a diferentes tipos de antigenos. En el caso de la IgG,, tanto su
lenta aparicién en los nifios hasta alcanzar los niveles adultos, como su tardia
aparicion en las respuestas inmunes hacen pensar en un proceso de maduracion y
regulacion diferente al resto de las subclases. A la hora de estudiar la presion selectiva
hacia una u otra subclase como respuesta a un Ag hay que tener en cuenta fundamen-
talmente, el tipo y presentacién del Ag y los mecanismos de control de las células B
productoras de IgG,.

Se producen anticuerpos IgG, frente a un gran mimero de proteinas, casi
todas células T-dependientes, incluyendo antigenos alimentarios, de pardsitos, vene-
nos, etc, tanto si son antigenos inhalados o ingeridos. Por otro lado, parecen existir
evidencias que sugieren que la respuesta de lgG, se modifica con el tiempo de
estimulacion. En este sentido, Aalberse y col. (1983a) demostraron que la proporcion
de anticuerpos IgG, anti-PLA en un grupo de apicultores aumentaba con el niimero de
picaduras. Sin embargo, hasta recientemente, no se tenian datos sobre su comporta-
miento en la respuesta humana primaria vy secundaria después de una inmunizacién,
Puesto que para muchos Ag naturales es dificil definir la exposicién primaria y
secundaria ya que no es facil excluir contactos previos, el grupo de Bird y col. (1990)
eligio a la glicoproteina hemocianina de lapa (KLH} como Ag. Segun estos resuita-
dos, la IgG, sigue un desarrollo totalmente diferente a las otras subclases. Como
respuesta a la inmunizacion primaria, no se detecta IgG, durante los 4 primeros
meses y solo a partir del 6° comienza a aumentar el titulo de los anticuerpos IgG,
coincidiendo ademds, con la pérdida de titulo de los anticuerpos IgG,. Ademas, la
respuesta secundaria de IgG, es tardia, sugiriendo que se debe producir un retraso en
algin mecanismo requerido en la maduracién de las células B comprometidas. En
cuanto a la afinidad, el perfil de maduracién también es diferente para la IgG,; las
poblaciones de anticuerpos de IgG, de alta afinidad aparecen al final de la respuesta
primaria conincidiendo con la pérdida de afinidad en los anticuerpos IgG, y una vez
establecidas, persisten durante afios. En la generacién de las células B de memonia
capaces de producir una respuesta rdpida y de gran afinidad de IgG después de una
segunda estimulacion con el Ag, parece de gran importancia la retencién del Ag en las
células foliculares dendriticas. L.os sitios donde el Ag persiste en forma de inmuno-
clomplejos largos periodos de tiempo es en las células foliculares dendriticas en los
centros germinales y esta permanencia es dependiente de la fijacién de complemento
por inmunocomplejos Ag-Ac. Recientemente, se ha observado (Bird y col., 1988)
que cuando existe una deficiencia genética del C3 o de otro componente inicial del
complemento, que parecen esenciales para la localizacion de los inmunocomplejos en
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los centro germinales, existe también una clara deficiencia de esta subclase, lo que
apoyaria la idea de que el desarrollo de los anticuerpos 1gG, dependiera de la
retencidon antigénica en €stos centros.

Uno de los factores mds importantes en ¢l estudio de la regulacion de la
[gG, es el papel de las c€lulas T. Las c€lulas T juegan un papel importante en la
expresion 1sotipica, actuando a través de diferentes linfoquinas en la activacion y di-
ferenciacion de las células B. En los dltimos cinco afios se han conseguido avances
importantes en ¢l estudio de los mecanismos de regulacién de las subclases de IgG y
de la 1gE. En este avance, han resultado de gran importancia los estudios realizados
en ratén por el grupo de Mosmann y col. (1986). Estos autores han descrito la
existencia de células T-heiper (Th) con patrones diferentes de secrecién: Thl que
secretan interleuquina (IL)-2 e interferén (IFN)-y y linfotoxinas y Th2 que secretan
IL-4, IL-5 y probablemente IL-6. Asimismo, se sabe que la I1.-4 induce la sintesis en
raton de IgE e 1gG, y que el IFN-yy la IL-2, lainhiben. En el caso humano, aunque la
existencia de esta division de células T no esta claramente demostrada, si se sabe que
existen diferentes tipos de células T con diferentes modelos de produccion de
linfoquinas. La sintesis de [gG, humana (como la de IgG, de ratén) junto con la de
IgE es inducida in vitro por IL.-4 ¢ inhibida por IL-2 e IFN-y (Spiegelberg, 1990).
Puesto que la Ig(G, humana parece andloga a la IgG, de raton, al menos en su
regulacion por IL-4 y en otras propiedades como su incapacidad para activar comple-
mento y su alta movilidad electroforética, el estudio del mecanismo de regulacién de
la IgG, podria servir como modelo para ayudar a comprender lo que esta ocurriendo
con la IgG, humana.

Finalmente, aunque las cé€lulas T regulen la maduracidén de las células B,
tanbién pueden existir mecanismos intrinsecos especiticos de las células B que atn no
se conocen. En este sentido, la respuesta tardia de IgG, podria simplemente reflejar el
cambio de clase a este isotipo que es el mds distal del gen, pero también pudiera ser
que se formasen células B comprometidas como respuesta al primer contacto con el
Ag, pero que no se diferenciaran y maduraran hasta contactos posteriores con el Ag.

1.4. PAPEL DE LA IgG, EN LA PROTECCION FRENTE A
INFECCIONES

Los anticuerpos IgG, humanos parecen jugar un papel excepcional dentro
del resto de las subclases de IgG. A pesar de representar menos del 5% del contenido
total de IgG, su contribucion en algunos casos es muy superior a esta proporcion,
llegando a ser la subclase predominante. Debido a las caracteristicas estructurales y
bioldgicas que ya se han mencionado, asi como las patologias que parecen estar
asociadas con ella, hacen que probablemente sea la subclase humana de IgG mads
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importante desde el punto de vista clinico. Los niveles de los anticuerpos IgG,, tanto
totales como especificos, se encuentran alterados en diferentes tipos de enfermedades
y normalmente estas alteraciones van paralelas a las de IgE. Ademas de las alteracio-
nes que sufre esta [g en la Alergia y su relacion con la hipersensibilidad que mas
adelante se detallara, esta subclase parece estar asociada a diferentes tipos de afeccio-
nes que se caracterizan porque los niveles de 1gG, se encuentran muy desplazados de
la media.

-Altos niveles de IgG,

Fibrosis quistica caracterizada por la aparicién de anticuerpos IgG, especificos
que parecen estar asociados con un bloqueo del aclaramiento inmune normal y de los
mecanismos inflamatorios (Moss, 1988).

Enfermedades pulmonares cronicas acomparfiadas de altos niveles en suero de
IgG,, que estdn asociadas a un gran nimero de sindromes (bronquitis crénica, mico-
sis, sindrome de Loffler, etc.).

Infecciones parasitarias. La respuesta mas caracteristica que se asocia con las
enfermedades parasitarias por nematodos (esquistosomiasis y filariasis) es una eleva-
cién de los niveles totales y especificos de IgE. Sin embargo, el papel de la IgE no
estd bien definido; parece ser que a través de la activacion de las células inflamatorias
y de la liberacién de factores que amplifican esta respuesta provoca la destruccidn de
estos pardsitos (Capron y col., 1982). Paralclamente, se detectan también aumentos
muy acusados en los niveles de Ig(G, que probablemente estén encaminados a
modificar la respuesta inmune del huésped. Aunque no se sabe el papel que pueda
jugar, ¢l patrén de reconocimiento antigénico que exhibe coincide con el de la IgE en
la filariasis y se ha sugerido que podria actuar evitando las reacciones de hipersensibi-
lidad, como lo demuestra el hecho de que en 1a mayoria de los pacientes que padecen
estas enfermedades las respuestas alérgicas son nulas.

-Deficiencias en los niveles de IgG

Las deficiencias de I1gG, pueden ser un fenémeno aislado o presentarse en
combinacion con deficiencias de otras subclases de IgG (Oxelius. 1979), o incluso de
otros isotipos. Normalmente aparecen asociadas con otras deficiencias segun el si-
guiente orden: IgG, > IgA > [gG, >IgE. Estas alteraciones se caracterizan normai-
mente por estar asociadas principalmente a enfermedades respiratorias. El principal
problema que plantea el estudio de las inmunodeficiencias de IgG, ha sido el empleo
de ensayos con la suficiente sensibilidad para valorar niveles bajos de IgG, y poder
establecer claramente los niveles de IgG, que se consideran por debajo de lo normal.
Heiner y col. (1983) establecieron una clasificacién segin la cual concentraciones
entre 0.1-10 pg/ml de IgG, estdn asociadas siempre con este tipo de enfermedades y
por encima de 10 pg/ml, existe un solapamiento entre individuos sanos y pacientes.
Es interesante comentar que puesto que la IgG, no activa complemento ¢ inhibe la
formacién de inmunocomplejos, su ausencia o su presencia en concentraciones
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anormalmente bajas llevaria a un aumento en la formacién de estos complejos por
otras subclases lo que provocaria una predisposicién a desarrollar procesos inflama-
torios y a contraer infecciones, que es precisamente lo que ocurre en estas enfermeda-
des asociadas con la deficiencia de IgG,.

Todos estos datos junto con [a proporcidn tan elevada de esta Ig en la leche
materna parecen indicar que la IgG, ejerce una importante funcién como anticuerpo
protector en la resistencia inmune.

1.5. PAPEL DE LA IgG, EN LA ALERGIA

De todas las subclases humanas de IgG, la que mayor atencién ha recibido
ha sido la IgG,, precisamente por su aparente asociacién con las reacciones de
hipersensibilidad.

Cuando una reaccidn inmunitaria se produce de forma exagerada causan-
do lesiones después de un segundo contacto con el Ag se aplica el término de hiper-
sensibilidad, v de los 4 tipos existentes, el que mds caracteriza a las enfermedades
alérgicas es el tipo I o hipersensibilidad inmediata. El término de alergia se definid
inicialmente como “‘reactividad alterada”, indicando que la respuesta inmune que se
produce en las reacciones alérgicas implica toda una serie de mecanismos efectores
que estan dirigidos contra antigenos (denominados en este caso alergenos) ambienta-
les que intrinsecamente no son prejudiciales. Mds tarde, se definid el término de
atopia que indica un estado de hipersensibilidad anormal al que estin predispuestos
un grupo determinado de individuos. La sintomatologia atdpica incluye toda una serie
de enfermedades como asma, rinitis, urticaria, eczema atdpico, etc.

El mecanismo de accién en el que estin basadas estas reacciones de
hipersensibilidad (también llamadas anafilacticas) esta basado en la sensibilizacion
de mastocitos o baséfilos por parte de unos anticuerpos como consecuencia de la ex-
posicién a un Ag. Tras un segundo contacto con el Ag, se desencadenan una serie de
reacciones encaminadas a la liberacién de mediadores que son los responsables de las
manifestaciones clinicas que se producen. Este tipo de Ac capaces de sensibilizar son
los denominados citotrépicos o anafilacticos, que cuando sélo son capaces de sensi-
bilizar células de la misma especie se denominan homocitotrépicos. En el caso huma-
no, estos anticuerpos se identificaron inicialmente con la IgE.

Las caracteristicas mas importantes de la IgE aparecen en la Tabla 1.2 . Se
diferencia fundamentalmente de los Ac IgG en su concentracién sérica, representan-
do menos del 0.001% del contenido total de Ig y por su estructura, ya que posee un
dominio de Fc extra (C 4) y por un alto porcentaje de carbohidratos (12%}). Por el
contrario, se asemeja a la IgG, fundamentalmente porque no activa complemento.
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PROPIEDADES IgE
Peso molecular 188.000
Dominios CH 5
Carbohidratos 12%
Coeficiente sedimentacion 82
Porcentaje en suero 0.001%
Activacién de complento Negativo
Vida media 2 dias

Tabla 1.2. PROPIEDADES DE LA IgE

Finalmente, como ya se ha mencionado, lo mas caracteristico es su impli-
cacion en la sensibilizacién de mastocitos y baséfilos. Como respuesta a un Ag, en
este caso alergeno, se produce una sintesis de IgE por parte de las células B previa
presentacion del Ag por las células presentadoras de antigeno( APC) y la cooperacion
de células T. Esta IgE se une a mastocitos y baséfilos a través de su receptor de alta
afinidad Fc R1 y cuando se produce la agregacion de los receptores (puenteo de
receptores o "crosslinking”), se inicia la activacion celular. Como resultado de la
accion de las fosfolipasas A, C y D, bien por interaccion directa con el recepior
agregado o a través de una proteina G, se generarian inositol-fosfatos y diacil-
glicerol, que actian como potentes segundos mensajeros y dcido araquidonico que
por {a accion de lipooxigenasas y ciclooxigenasas darfan lugar a la formacién de me-
diadores no preformados (leucotrienos y prostaglandinas). Junto con el aumento de la
tasa de hidroélisis de fosfolipidos, se produce un incremento en la concentracidén intra-
celular de Ca**. La formacion de canales de Ca®* que permiten su entrada en la célula
cs fundamental ya que este es necesario no solo para activar a la fosfolipasa A,, sino
para la liberacién de mediadores preformados. Todos estos cambios, que se detectan a
los pocos segundos de la agregacidn del receptor de IgE, provocan por mecanismos
no bien conocidos una agregacion de microtdbulos y 1a liberacion de los mediadores
preformados, como la histamina, almacenados en grianulos de secrecion (Metzger,
1991).

Aunque los anticuerpos IgE sean los principales responsables de las reac-
ciones de hipersensibilidad I, existen datos que sugieren la implicacién de otras Ig en
este tipo de comportamiento. Existen una serie de sugerencias que segdn algunos
autores, podrian apuntar hacia la 1gG, como el segundo anticuerpo anafilactico, que
estan basadas en los siguientes datos:

- La existencia de propiedades comunes con la IgE, como su regulacion.
La sintesis de IgE y de IgG, es inducida por IL-4 e inhibida por IL-2 e IFN-y. Sin
embargo, aunque aparentemente existe esta regulacion paralela de ambas Ig in vitro,
no estd claro si esto se corresponde con lo que de verdad estd pasando en el
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organismo. De todos los aspectos asociados con su mecanismo de regulacion, el mas
relacionado con el tema de este trabajo es precisamente las diferencias que puedan
existir en los pacientes atépicos. En este sentido, seria interesante saber si el estado de
atopia estd asociado con alguna alteracién en el efecto de 1a IL-4 sobre la secrecion de
iIgG, e IgE. Recientemente, se han hecho estudios sobre el efecto de IL-4 e [FN-yen
la secrecién de IgE e IgG, en pacientes alérgicos, aunque sin obtenerse ninguna con-
clusion. Asi, Spielgelberg y col. (1991) encontraron diferencias en la secrecidn de IgE
e IgG, entre individuos normales y pacientes con dermatitis atGpica, de tal forma que
en los controles se producia mucha mas IgG, que IgE, mientras que en los alérgicos
aunque también existia esta diferencia, esta era muy pequefia. Estos datos sin embar-
go, no han sido corroborados por otros autores (Niisslein y col., 1991) que no han
encontrado ningin efecto diferente en la regulacion de 1L-4 sobre la produccién de
IgE o IgG, en un grupo de pacientes con diversas enfermedades alérgicas.

- El comportamiento de la IgG, en la mediacion de liberacion de histamina
en los estudios realizados in vitro (Introduccidén [.5.1).

- El comportamiento sérico de la IgG, en las enfermedades alérgicas. Se
sabe que existe un incremento selectivo de los niveles especificos y totales de esta
subclase humana asociado con ciertas condiciones de hipersensibilidad (Introduccion
1.5.2).

Sin embargo, el papel de 1a IgG, enla Alergia esta aun por definir y existen
datos que podrian sugerir que su comportamiento no seria el de un anticuerpo sensibi-
lizante, sino que tendria una funcidn protectora, lo que lHevaria a estudiar su papel en
los tratamientos de las enfermedades alérgicas. De todos los tratamientos existentes
encaminados a erradicar la sintomatologia alérgica los mas utilizados y eficaces son
los de inmunoterapia (IT) o hiposensibilizacién, que consisten en la administracién
de repetidas dosis crecientes del alergeno. El interés por estos tratamientos surgio
cuando se observé que la sangre de pacientes tratados con extractos polinicos
transferida a un paciente no tratado aminoraba los sintomas. Posteriormente, se
demostré que existia un factor que bloqueaba la accién de la IgE y que mds tarde se
identificé con el isotipo IgG. La formacidn de este tipo de anticuerpos es uno de los
mecanismos mds importantes, aunque no el tnico, que puede ser responsable de la
mejoria clinica que experimentan los pacientes sometidos a IT. Estos Ac se denomi-
nan bloqueantes y su funcién consiste en unirse al antigeno formando complejos no
precipitantes, evitando de esta forma que el Ag se una a la IgE ligada a los baséfilos y
mastocitos. Aunque aun no se han identificado de forma concluyente, existen suge-
rencias que podrian indicar que la IgG, seria responsable de este comportamiento,
entre las que destacan las siguientes:

Algunas de sus propiedades bioldgicas, como su monovalencia y su
incapacidad para formar inmnocomplejos de gran tamafio y de activar el complemen-
to, que le llevarian a ejercer una funcién inmune protectora.
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Los titulos tan elevados de IgG, que poseen los apicultores asociados a una
gran proteccién frente a las picaduras de abeja.
Y fundamentalmente, su comportamiento durante los tratamientos de IT.

1.5.1. Implicacion de 1a IgG, en la liberacion de mediadores

Ademas de la IgE, parece que hay otras Ig de clase IgG implicadas en las
reacciones de hipersensibilidad, que desde la demostracién de la existencia de unos
anticuerpos sensibilizantes con un coeficiente de sedimentacién 7S y una movilidad
electroforética alta en cobayas, se han descrito en numerosas especies animales.
Parish (1970) fue ¢l primero en presentar evidencias sobre estos anticuerpos en el
hombre. Mediante reacciones de ACP (anafilaxia cutdnea pasiva), demostré que
sueros de pacientes alérgicos a alimentos y a la toxina del tétanos eran capaces de
transferir una actividad sensibilizante a la piel del mono, aunque solo durante 1-4
horas, a diferencia de la actividad mediada por IgE que permanece varios dias (por
esta razon se les denominoé sensibilizantes a corto plazo). Se diferencian también de la
IgE porque son termoestables, es decir, su capacidad para sensibilizar tejidos no se ve
afectada por el calentamiento a 56°C. En cuanto a la posibilidad de que existan
receptores especificos en baséfilos para estos anticuerpos de igual forma que para la
IgE, Ishizaka y col.(1972) observaron que anticuerpos anti-IgG eran capaces de
inducir liberacién de histamina (LH) en algunos individuos atépicos y que los
basofilos de algunos de estos pacientes contenian IgG en pequefias cantidades. A
partir de este momento, la mayoria de los estudios realizados han intentado determi-
nar cudl es la subclase de IgG humana responsable de este comportamiento.

El primer dato que hizo que se pensara en que la IgG, podria comportarse
como anticuerpo anafilactico lo obtuvieron Stanworth y Smith (1973) mediante estu-
dios de inhibicion de ACP en monos. Estos autores observaron que al igual que
podian inhibir la sensibilizacidn cutdnea mediada por IgE mediante la inyeccién pre-
via de una proteina de IgE, conseguian los mismos resultados con una proteina de
IgG,. Y en estos datos se basaron para sugerir que, o bien las proteinas de 1gG, inte-
raccionaban con los receptores Fc de la IgE en el baséfilo, o bien lo hacian con
receptores especificos de IgG, que de alguna manera estaban interrelacionados y que
la ocupacion de los de IgG, obstruia la unidn posterior de la IgE. Sin embargo,
ninguna de estas dos teorias ha sido demostrada hasta ahora y ademas, estos resulta-
dos iniciales que parecian implicar a la IgG, en la anafilaxis, no pudieron ser repro-
ducidos por otros autores como por ejemplo, Malley (1974). Esta controversia inicial
fue el inicio de lo que ha ocurrido hasta ahora en los estudios que se han realizado
encaminados a definir el papel de la IgG, en las reacciones de hipersensibilidad. Fun-
damentalmente, se han realizado dos tipos de experimentos:
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1.- Determinar si se produce liberacién de histamina (LH) después de
incubar leucocitos humanos con anticuerpos anti-IgG,.

2.- Determinar la capacidad sensibilizante de la IgG,. Para realizar estos
experimentos, los leucocitos humanos se incuban con mielomas de IgG, o con sueros
con alto contenido en IgG, especifica frente a un determinado alergeno. Posterior-
mente se comprueba si al afiadir los Ac anti-lgG, se produce un aumento en la LH, o
si la incubacién con el alergeno conduce a la liberacién de histamina. En la Tabla 1.3
se muestra un resumen de los trabajos publicados al respecto.

Referencias Anticuerpo Liberacién Sensibilizacion

anti-IgG, histamina

Vijay y Perelmuter Policlonal Positiva Positiva

(1977) (oveja)

Nakagawa y col. Policlonal Positiva Positiva

(1981, 1983) (oveja)

Van Toorenberger y Policlonal Negativa Negativa

Aalberse (1981, 1982) (conejo, oveja)
(+50% D,0)

Fagan y col. (1982) Monoclonal Positiva Negativa
(+33% D,0)

Poulsen y col. (1988) Policlonal/monoclonal Negativa Negativa

Beavais y col. (1990) Monoclonal (F¢)  Positiva/Negativa NR
(+40% D,0)

Tabla 1.3. LIBERACION DE HISTAMINA MEDIADA POR 1gG " (NR) Experimento no
realizado.

Como se puede ver en la tabla, sol6 algunos investigadores han descrito la
mediacion de la [gG, en la LH mediante la incubacidn con Ac anti-IgG, policlonales
( Vijay y Perelmutier, Nakagawa y col.) o monoclonales (Fagan y col.). Sin embargo,
otros autores representados fundamentalmente por el grupo de Aalberse, fueron
incapaces de reproducir los mismos resultados. Mds controvertida es aiin la aparente
actividad sensibilizante de la IgG, ya que s6lo dos grupos de investigacién consiguie-
ron que despucs de incubar leucocitos humanos con IgG, (paraproteinas o sueros con
concentraciones altas de IgG,) se produjera un aumento en la 1a LH posterior mediada
por anticuerpos anti-IgG, (Vijay y Perelmutter y Nakagawa y col.). Aunque en la
tabla no se menciona, en ningiin caso se ha podido demostrar que la IgG, pueda
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mediar la liberacién de forma directa, es decir incubando las células con un suero con
IgG, especifica frente a un alergeno y utilizando éste como agente desencadenante (lo
que ocurre in vivo con la IgE). Todos estos datos llevaron a muchos autores a conside-
rar que la IgG, no se comportaba como un anticuerpo anafilactico. Ademas de estos
resultados iniciales, mas recientemente, se han llevado a cabo estudios de sensibiliza-
cién y LH mediada por IgG, (Poulsen y col., 1988 y Beauvais y col.,1990} y de nuevo
los resultados obtenidos resultan conflictivos y poco aclaratorios. Existen dos
aspectos que han podido contribuir a la hora de crear esta controversia. Uno de ellos,
es el empleo de diferentes tipos de reactivos (algunos policlonales, otros monoclona-
les) con cracteristicas diferentes y especificidades no siempre bien definidas. El otro
factor que también hay que considerar, es la realizacion de los experimentos bajo
condiciones no fisiologicas, utilizando agua pesada (D,0). El D,O es un agente que
estabiliza los microtibulos potenciando la LH (Grant y col. 1977). El empleo de este
agente conduce a liberaciones de histamina espontdneas muy ¢levadas, lo que puede
inducir a errores si no se comparan los resultados en su ausencia. De hecho, Beavais y
col. (1990) obtuvieron LH sélo en presencia de D,0.

1.5.2. Comportamiento sérico de la IgG, en las enfermedades alérgicas

Como los resultados iniciales obtenidos mediante los experimentos de
anafilaxis cutdnea pasiva y liberacion de histamina no parecian muy concluyentes, se
buscaron nuevos datos que pudieran apoyar la teoria de que la IgG, es un anticuerpo
anafildctico. Para ello, se llevaron a cabo determinaciones de sus niveles séricos en
diferentes patologias alérgicas, fundamentalmente asma, eczema, y alergia alimenta-
ria. El fin de estos experimentos era estudiar las alteraciones que se producian en la
concentracion de IgG, y su posible relacion con la sintomatologia alérgica. Sin
embargo, los resultados que hasta ahora se han obtenido y que se detallan en este
capitulo, no son concluyentes.

Asma

El asma bronquial es una enfermedad crdénica caracterizada por una hiper-
trritabilidad de la mucosa bronquial. Se distinguen 2 tipos: asma intrinseco, que no
tiene origen alérgico y asma extrinseco o atdpico, que es el mas comiin y tiene un
origen alérgico y suele ir acompafiado de otras manifestaciones atdpicas como rinitis
y eczema, asi como con un aumento de los niveles de IgE. Se caracteriza porque sélo
se producen ataques como consecuencia de la exposicion alergénica (polen, dcaros,
epitelios de animales,etc.). Los pacientes asmdticos manifiestan 2 tipos de respuesta
bronquial como consecuencia de la inhalacién de alergenos, una inmediata, tipica de
reaccién tipo I, y una tardia varias horas después, que no siempre se produce y que
parece ser la responsable de la sintomatologia més grave y no esta asociada a IgE. En
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cuanto a la respuesta inmunoldgica, de acuerdo con Gwynn y col., (1979) existen 3
tipos:

-Respuesta de IgiE

-Respuesta combinada de IgE/IgG,

-Respuesta de IgG,

Segiin los estudios de Gwynn y col. (1982), la mayoria de los pacientes as-
mdticos sufren un incremento de los niveles de IgG, total, ya sean atdpicos o no.
Ademis aparecen anticuerpos 12G, especificos frente a numerosos alergenos, no solo
frente a alimentos sino también frente a polen y polvo de casa (respuesta caracteristi-
ca de IgE). Segiin estos autores estos Ac podrian jugar un papel clinicamente impor-
tante ya que podrian ser responsables de la respuesta asmadtica tardia cuando no estin
acompafiados de anticuerpos IgE se produce una respuesta tardia tras la provocacion
con el alergeno y cuando ademads estd presente la IgE la respuesta es dual, inmediata y
tardia. No obstante, en estudios realizados mds recientemente, no se ha podido
establecer niguna correlacion entre presencia de Ac 1gG, especificos y severidad de la
enfermedad, lo que sugeriria que estos anticuerpos estarian indicando exclusivamente
una mera exposicion al alergeno (Homburger y col.,1988).

Dermatitis atopica v alergia alimentaria

La implicacién de la IgG, en estas dos situaciones clinicas parece estar
estrechamente relacionada. La dermatitis atdpica suele estar asociada con asma y
rinitis y se caracteriza por desarrollarse una elevacion muy acusada de los niveles de
IgE, lo que en principio parece indicar que se trata de una forma de hipersensibilidad
alérgica. Sin embargo, a diferencia de las patologias respiratorias claramente media-
das por IgE, el eczema es una respuesta tardia y el papel patologico de 1a IgE no
parece claro. Esta enfermedad se caracteriza ademds porque estd asociada con niveles
extremadamente altos de IgG,. Este alto contenido en IgG, total también va acompa-
flado de la aparicion de anticuerpos especificos frente a alergenos inhalantes y sobre
todo alimentarios (Shakib y col., 1984), cuya relevancia clinica esta sin determinar.

Existen algunos datos que sugieren la mediacién de los anticuerpos 1gG,
en la hipersensibilidad generada por los alimentos que se caracteriza por ser de dos
tipos: una inmediata, que va asociada con urticaria, asma y anafilaxis y es dependien-
te de IgE y otra tardia, que se manifiesta con asma y sobre todo eczema y no parece
depender de IgE. Sin embargo, a la hora de considerar el papel que pueda jugar la
IgG,, los datos son contradictorios y hay que distinguir las respuestas que se producen
en nifos y en adultos. Para algunos autores (Shakib, 1988), la aparicién de estos
anticuerpos en nifios no tienen ninguna relevancia ya que también estin presentes en
individuos sanos. Segun esta teoria, formarian parte de la respuesta inmune general
frente a los alimentos, de tal forma que aparecerian como consecuencia de una
exposicion diaria a los Ag e irfan disminuyendo con la edad salvo en aquellos casos
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en los que existe una permeabilidad intestinal anormal, donde como es légico se
produce una estimulacion antigénica crénica. En adultos, de nuevo, no es facil
establecer la correlacion entre alergeno alimentario, IgG, y sintomatologia, porque
aungue es en los pacientes atopicos donde los niveles de IgG, son significativamente
mas elevados (Morgan y col., 1990), en la mayoria de los individuos sanos es posible
detectar su presencia.

Todos estos resultados indican por tanto, que aun no esta determinado si
las alteraciones séricas que experimentan la IgG, son responsables de la sintomatolo-
gia alérgica. En esta falta de acuerdo influyen la dificultad para establecer valores de
referencia normales, debido al tipo de distribucién de la IgG, asi como la variabilidad
en los ensayos empleados.

1.5.3. Comportamiento de la IgG, en los tratamientos de Inmunoterapia

Se ha sugerido que la IgG, podria participar en las reacciones de hipersen-
sibilidad con un papel diferente al anafilactico. Por un lado, no todos los investigado-
res han podido demostrar su mediacion en los procesos de LH. Por otro, como se ha
mencionado anteriormente, no existe una clara correlacién entre la aparicién de estos
anticuerpos y la sintomatologia alérgica y si existe correlacion, es con la aparicion de
reacciones tardias, diferenciandose asi del comportamiento de la IgE. Finalmente,
existe cierta evidencia experimental sobre el papel protector de la IgG, en ciertas
condiciones en las que se produce una estimulacién antigénica prolongada (trata-
mientos de IT, apicultores, etc.). Estos hechos llevaron a Aalberse y col.(1983a) a
sugerir que la produccion de esta subclase reflejaba una estimulacion crénica, natural
o no, pudiendo tener un papel fisiolégico como anticuerpo bloqueante.

Aunque no esta claro ni su mecanismo de accidn ni su eficacia, la mejoria
clinica asociada a los tratamientos de [T (administracion de dosis repetidas de
alergeno) se ha atibuido a una serie de mecanismos inmunolégicos entre los que se
incluyen la supresién de la sintesis de IgE y la produccion de Ac IgG especificos del
alergeno que son los denominados bloqueantes, que se caracterizan por ser termosta-
bles, por competir por el Ag con los anticuerpos anafilacticos (para lo cual han de
estar dirigidos frente a las mismas moléculas que la IgE) y por no formar complejos
precipitantes (Van der Zee, 1986a).

Durante la IT se produce una respuesta restringida de IgG, e IgG,, aunque
a lo largo del tratamiento se produce un cambio gradual de tal forma que la produc-
cién predominante es de fgG,. Aunque algunos autores sugieren que ambas Ig
actuarian como bloqueantes (Djurup y col., 1985), todas las evidencias parecen
apuntar a la IgG, como la responsable de este comportamiento, implicando a la IgG,
en la supresién de la sintesis de IgE. El problema fundamental surge a la hora de
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correlacionar la eficacia y mejoria del tratamiento con los hechos inmunolégicos
ocurridos. En este sentido, no esta claro el valor predictivo ni de la disminucién de los
niveles de IgE, ni de la presencia de IgG,. Sélo en las alergias a venenos esta
correlacion es clara, mientras que en las alergias a alergenos inhalantes los resultados
son contradictorios.

La evidencia mdis clara de que los Ac IgG blogueantes ejercen un papel
protector proviene de los resultados obtenidos en los tratamientos de hiposensibiliza-
cién con veneno de abeja, donde su produccion estd correlacionada con la proteccién
clinica. Ademds, Lessof y col. (1977) demostraron que la adiministracion pasiva
mediante inyecciones de gammaglobulina de apicultores a pacientes alérgicos estos
adqguirian proteccién frente a nuevas picaduras. Como consecuencia de los tratamien-
tos de IT con venenos, se producen Ac IgG, e 1gG,, aunque mas del 70% de los
anticuerpos especificos del componente mayoritatio del veneno, PLA,, son de clase
IgG, (Heiner, 1980, Aalberse y col., 1983a, Urbanek y col., 1986), manteniéndose
niveles altos de esta subclase, asi como la proteccién clinica incluso 2 anos después
de finalizar el tratamiento. Sin embargo, la contribucion de la 1gG, parece ser
cuantitativamente mds importante en las fases iniciales del tratamiento. Estos datos se
corroboran por el comportamiento de ambas Ig en suero de apicultores, que estan
expuestos de forma natural a mayor cantidad de veneno que los pacientes con I'T. En
estos individuos los niveles de IgG, especifica son muy elevados y se correlacionan
con el nimero de picaduras que hayan recibido, mientras que la IgG, sdlo es
predominante en apicultores principiantes.

De todos los tratamientos de hiposensibilizacion con alergenos inhalantes,
quizds los mds estudiados son los realizados frente a pélenes de gramineas. Al igual
que con los venenos, la respuesta predominante es de IgG, y esto inicialmente llevé a
algunos autores (Devey y col., 1976; Van der Giessen y col,, 1976) a sugerir que
también ejercia un papel protector. Sin embargo, existen algunas evidencias obteni-
das por algunos autores que indican que la determinacion de los niveles de IgG,
especifica no sirve como valor predictivo de la mejoria clinica del paciente. En este
sentido, Djurup y Malling (1987) realizaron 3 estudios diferentes con distintos tipos
de pélenes y encontraron que en el 50% de los pacientes no se producia mejoria , ain
teniendo niveles altos de IgG,. En la misma linea, ya el grupo de Aalberse (1983b)
habfa obtenido resultados similares, observando ademas, que la presencia de niveles
altos de IgG, especifica al principio del tratamiento conduciria a una falta de éxito al
final de la IT, porque indicarfan que este tipo de pacientes serian mds sensibles al
alergeno.

En cuanto a ia produccion de IgG, e IgG, en IT con otro tipo de alergenos
como Dermatophagoides (Nakagawa, 1991), hongos (Malling y Djurup, 1988) o
epitelios de animales (Cuesta, 1989), los resultados obtenidos hasta ahora, siguen la
misma trayectoria anteriormente expuesta.
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El hecho de que la mayoria de los datos experimentales existentes sean
contradictorios, debido en gran medida a la diversidad existente en la metodologia
empleada en cada caso (extractos, ensayos, tipos de tratamientos, etc.), hace que sélo
se haya definido el papel fisiologico de la 1gG, de forma cuantitativa y en relacion
con ofras subclases, como inmunoglobulina predominante durante la IT.

1.6 OBJETIVOS

Los datos que hasta ahora se han comentado en la Introduccidn reflejan la
existencia de una gran controversia sobre la funcién que cumple la IgG, en las
reacciones alérgicas. El objetivo de este trabajo precisamente, ha sido obtener mas
informacion que permita clarificar el papel de esta Ig humana, tanto como anticuerpo
bloqueante como anafilactico. Para ello, es necesario disponer de reactivos y métodos
que permitan determinar la relevancia de esta subclase. En este sentido, aunque hay
varios anticuerpos monoclonales (AcM) anti-IgG, descritos (Jefferis y col., 1985), la
mayoria presenta problemas en su utilizacién y se caracterizan por ser especificos de
un ndmero muy restringido de epitopos en la molécula de IgG,. Por otro lado, la falta
de resultados reproducibles en las determinaciones de 1gG,, parece indicar la necesi-
dad de disponer de métodos de cuantificacion de IgG, de gran sensibilidad y preci-
sion. A este respecto, hay que considerar también la dificultad planteada a la hora de
comparar diferentes valoraciones de 1gG, especifica frente a alergenos. Esto es asi,
debido a que existen muy pocos métodos que permitan cuantificar el contenido de
IgG, especifica, al igual que el de IgG, total, de forma objetiva, mediante el empleo
de preparaciones de referencia (Adkinson, 1988). Teniendo en cuenta estas conside-
raciones, se decidié comenzar el trabajo preparando nuestros propios reactivos y
ensayos de valoracién.

En este trabajo, se han perseguido los siguientes objetivos:

1.- Obtencion de AcM que fueran especificos de IgG,, intentando aumentar la
respuesta dirigida frente a epitopos debilmente inmunogénicos. Para ¢llo, se llevé a
cabo una estrategia de tolerizacion frente a los epitopos comunes de las cuatro
subclases de 1gG antes del proceso de inmunizacion.

2.- Desarrollo de métodos de valoracion de IgG,.

- Puesta a punto de un ELISA de gran sensibilidad y con un amplio rango de trabajo
para cuantificar IgG, total.

- Puesta a punto de un ELISA de gran sensibilidad para valorar IgG, especifica que
ademas, fuera cuantitativo.

3.- Cuantificacién de los niveles de IgG, total y especifica en diferentes patologias
alérgicas, centrandose sobre todo en ¢l comportamiento sérico de esta Ig durante los
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tratamientos de inmunoterapia. El objetivo principal en este caso, fue el estudio de la
[gG, como anticuerpo bloqueante. Para ello se analizaron los siguientes puntos:
- Niveles de IgG, total
- Niveles de IgG, especifica
- Correlacion entre IgG, total y especifica
- Determinantes antigénicos frente a los cuales estd dirigida la respuesta de
IgG, en [a inmunoterapia.

4.- Estudios sobre la posible implicacion de la IgG, en la liberacion de mediadores
anafildcticos: histamina, leucotrienos, etc. Para ello, se llevaron a cabo experimentos
en los que se determind la liberacién de mediadores después de incubar los leucocitos
humanos con los diferentes AcM anti-IgG, obtenidos en este trabajo. Estos resultados
se compararon ademds, con los obtenidos con AcM anti-IgE. El objetivo de este
estudio fue determinar el posible cardcter anafilactico de esta inmunoglobulina.
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2. MATERIALES 3
2.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los ratones Balb/c utilizados para la obtencién y produccion de los
anticuerpos monoclonales fueron suministrados por Iffa-Credo (Lyon, Francia).

2.2. SUEROS Y MUESTRAS DE SANGRE HUMANA

Para la determinacién de IgG, total, utilizamos un suero previamente
calibrado en su contenido de IgG, frente a la referencia internacional de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) 67/69, amablemente cedido por A. Jiménez
(Hospital L.a Paz, Madrid, Espafia). Como suero de referencia para el ensayo de
IgG, especffica, utilizamos una mezcla de sueros de pacientes sometidos a un
tratamiento de IT con Phleum pratense , suministrados por el Dr. Fernandez de
Corres (Hospital Santiago Apdstol, Vitoria, Espafia). El grupo de sueros de donantes
no atopicos utilizados como controles en diversos estudios de este trabajo fueron
sumninistrados por el Hospital Ramén y Cajal (Madrid, Espaiia). La procedencia del
resto de los sueros de pacientes atdpicos se indica en cada caso. Las muestras de
sangre empleadas en los experimentos de liberacion de histamina fueron donadas
voluntariamente por trabajadores de Alergia e Inmunologia Abellg, S.A.

2.3. EXTRACTOS ALERGENICOS

Todos los extractos alérgenicos empleados proceden de Alergia ¢ Inmu-
nologia Abelld, S.A.

2.4. INMUNOGLOBULINAS Y ANTICUERPOS

Las 17 paraproteinas humanas que representan a las diferentes subclases
de IgG fueron suministradas por el Dr. E. Skvaril (WHO/IUIS, Ig Subcomite) (Tabla
4.2). La IgG, humana P-L fue amablemente cedida por el Dr. P. Lerch (Red Cross,
Ginebra, Suiza). La IgA humana policlonal procede de Sigma (St. Louis, EEUU),
la IgM humana policlonal de Miles Laboratories (Naperville, EEUU) y la IgE
humana monoclonal de Serotec (Oxford, Gran Bretafia). Las cadenas ligeras huma-
nas purificadas fueron cedidas generosamente por el Dr. Conde (Hospital Ramén y
Cajal). Los antisueros de oveja especificos de las 4 subclases de IgG humana se
obtuvieron de Miles Laboratories. Los antisueros de ratén utilizados para la deter-
minacién del isotipo de los AcM se compraron a Nordic Immunologic Labs (Til-
burg, Holanda). L.os anticuerpos de cabra anti-ratén (GAM) fueron obtenidos en
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nuestro laboratorio. Se prepararon por cromatografia de afinidad a partir de una
mezcla de sueros procedentes de 2 cabras previamente inmunizadas con IgG de
raton. Los AcM anti-IgE asi como el AcM anti-IgG, utilizados en los ensayos de
liberacidén de histamina y de inmunoterapia fueron obtenidos previamente en nues-
tro laboratorio (Sanchez-Madrid y col., 1984; Moscoso del Prado y col. , 1991;
Morago y col., 1985). El anticuerpo monoclonal anti-IgG,, SK-44, procede de ICN
Immunologicals (Lisle, EEUU).

2.5. LINEAS CELULARES

Los hibridomas secretores de anticuerpos especificos de cadenas hgeras
humanas, HG3/6.1 y HGS8/2.1, fueron preparados en nuestro laboratorio (Morago y
col., 1985). En la preparacién de hibridomas se empled el mieloma de raton X63-
Ag8.653 y aligual que el mieloma de ratén P3-X63Ag8, secretor de inmunoglobulina
v1,x de especificidad desconocida, fueron cedidos generosamente por el Dr. T.
Springer (Harvard Medical School, Boston, EEUU).

2.6. PRODUCTOS QUIMICOS Y ENZIMATICOS

-Acrilamida Bio-Rad (Richmond, EEUU)
-Agarosa (Tipo V) Sigma (St. Louis, EEUU)
-Aminopterina *

-6-biotinamido hexanoato de
sulfosuccinimidilo (NHS-LC-biotina) Pierce Company (EEUU)
-5(6)-carboxifluorescein-N-

hidroxisuccinimudilo (FLUOS) Boehringer Manheim(Alemania)
-Cisteina Sigma
-1,4-diazobiciclo(2,2,2)octano Fluka (Suiza)
-Estreptavidina-Peroxidasa

(conjugado) Amersham (Gran Bretana)
-o-fenilendiamina (OPD) Dakopatts (Dinamarca)
-B-galactosidasa Boehringer Manheim
-Heparina Labor. Leo (Espaiia)
-Jodoacetamida Sigma
-Maleimido hexanoato de
N-hidroxisuccinimidilo (MHS) Boehringer Manheim

-NN’metilenbisacrilamida Bio-Rad
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-Octanoico Sigma

-Papaina Sigma
-Seroalbimina (SAB) Boehringer Manheim
-(2,6,10,14) tetrametilpentadecano

(pristane) Sigma

-Tween 20 Sigma

El resto de los productos utilizados y cuya referencia no se indica en el texto
fueron de Merck (Darmstadt, Alemania).

2.7. MEDIOS DE CULTIVO

La composicién de los diferentes medios de cultivo celular utilizados en
este trabajo se detalla a continuacion:

Medio RPMI. Por cada 500 ml de medio se emplearon:

RPMI 1640 (Flow, Irvine, Gran Bretafia) 52¢g
Co,HNa (Merck) lg
Glutamina 200 mM (Gibco, Paisley, Gran Bretafia) 10 mi
Penicilina/Estreptamicina (Gibco) 5 ml
Agua purificada (Equipo Alpha-Q, Millipore, Bedford, EEUU)

hasta 500 ml

Para el crecimiento habitual de células se empled medio RPMI conte-
niendo del 5 al 20% de suero de ternera fetal, STF, (Biochrom KG, Berlin Alema-
nia). Durante el proceso de fusién celular el medio RPMI se utilizé sin suplemento
de STFE.

La esterilizacion de todos los medios de cultivo se llevé a cabo mediante
filtracién a través de una membrana estéril Millipak 20 con un poro de 0.22 pm
(Millipore). Una vez esterilizados, los medios se almacenaron a 4°C. El STF se
filtré6 también por una membrana de (.22 pm (Millipak 40, Millipore) y se almace-
nd a -30°C.

Medio selectivo HAT. Para su preparacién, 500 ml de RPMI-STF(20%) se
suplementaron con:

HT (100x) 5ml

Aminopterina (1000x) 0.5 ml

Estas soluciones se prepararon como se detalla a continuacién:
HT (100x)- Se resuspendieron 136 mg de hipoxantina y 38.8 mg de Timidina
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(Merck) en 100 ml de agua destilada, y la mezcla se disolvié a 70°C. Se esterilizé
por filtracién y guardé a -30°C.

Aminopterina (1000x)- Se disolvieron 3.5 mg de aminopterina (Sigma) en 1 ml
de NaOH 0.1 N y posteriormente se afiadieron 19 ml de agua destilada. Una vez
esterilizada por filtracion se guardé en oscuridad a -30°C.

La filtracion de estas soluciones se llevé a cabo mediante membranas
estériles de 0.22 pm Minisart (Sartorius, Gottingen, Alemania).

Medio HT. Tiene la misma composicién que el medio HAT, pero no contiene
aminopterina.

Solucién de Polietilenglicol (PEG) al 50% (p/v). 5 g de PEG 4000 (Merck) se
esterilizaron en autoclave y seguidamente, se aiiadieron 5 ml de medio RPMI de
forma gradual y agitando. La solucidn preparada se almacené protegida de 1a luz a
4°C,

2.8. MATERIAL DE CULTIVO

Durante las primeras etapas de crecimiento, los hibridomas se cultivaron
en placas estériles de plastico de 96 y 24 pocillos (Costar, Cambrigde, EEUU).
Posteriormente, para los cultivos a mayor escala se utilizaron frascos estériles de
25, 80 y 175 cm?® (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Los criotubos estériles para la
conservacion de las lineas celulares congeladas también fueron suministrados por
Nunc, de igual modo que los tubos empleados en las centrifugaciones y lavados
celulares. Como incubador de CO, se empled el modelo 3029 Forma Scientific
(Ohio, EEUU), ajustado a 37°C, 5% (v/v)CO,y 100% de humedad relativa. Las
cabinas de flujo laminar vertical fueron de Telstar (Terrasa, Espafia).

2.9. MATERIAL DE INMUNOENSAYOS

Algunos radioinmunoensayos (RIA) fueron realizados en placas de plas-
tico flexible de cloruro de polivinilo (PVC) de 96 pocillos (Mic 2000 Dynatech,
Cambrigde, EEUU). Pero 1a mayoria de los ensayos se llevaron a cabo en pocillos
de poliestireno Immunolon II (Dynatech) y en placas de 96 pocillos de poliestireno
{Costar).

2.10. MATERIAL DE CROMATOGRAFIA

La proteina A-Sepharose CL4B y el Sephadex G-25 empaquetado en
columnas PD-10 (Vol. 9.1 ml) fueron adquiridos a Pharmacia (Uppsala, Suecia). El
Ultrogel ACA-34 procede de IBF (Francia).
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2.11. PRODUCTOS RADIACTIVOS

En todos los marcajes radiactivos realizados en el presente trabajo se
utilizé el isétopo I'*® suministrado por Medgenix Diagnostics (Fleurs, Belgica).

2.12. MATERIAL FOTOGRAFICO

Las peliculas de Rayos X para autoradiografia, AX, proceden de Konica
Corporation (Tokio, Japon). Las cajas negras y las pantallas amplificadoras SMIT
U2, fueron adquinidas en Radiologia SL (Madrid, Espaiia). Tanto la solucion fijado-
ra FX-40 como la reveladora D-19 se compraron a Kodak-Eastman (Richmond,
N.Y. EEUU).EI carrete de fotos utilizado para el microscopio de fluorescencia fue
Kodak 5054 TMZ.
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3.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES Y
TECNICAS DE CULTIVO CELULAR

3.1.1. Inmunizacién

Se realizaron dos experimentos de fusién celular utilizando ratones in-
munizados con dos protocolos diferentes.

Inmunizacién I.- Se inyectaron ratones hembras Balb/c de 40 dias intra-
peritonealmente (i.p.) utilizando agujas de calibre 23G (Terumo, Bélgica) con 50 pg
de una mezcla de 3 paraproteinas Ste, Fo y Bru de isotipo G, (IgG,mix), emuisio-
nadas con adyuvante completo de Freund (AFC). A las 2 y 8 semanas, se repitio el
proceso con adyuvante incompleto. Por dliimo, 4 dias antes de la fusién celular, se
inyect6 la misma cantidad de IgG,mix en tampén fosfato salino (PBS), por via in-
travenosa (i.v.), utilizando agujas de calibre 25G (Tabla 3.1).

TIEMPO DOSIS

0 50 pg IgG,mix (ARC) 1i.p.
2 semanas 50 pg IgG,mix (AFD) i.p.
8 semanas 50 pg IgG,mix (AFID) i.p.
16 semanas 50 ng IgG,mix (PBS) i.v.

Tabla 3.1. Protocolo de inmunizacién (Fusion I).

Inmunizacion II.- En este caso, se llevo a cabo, previamente a la inmuni-
zacidén con IgG,, un tratamiento de tolerizacion frente a las otras 3 subclases de IgG.
Para inducir el estado de tolerancia, ratones Balb/c recién nacidos fueron inyectados
i.p. (agujas de calibre 25G) con 20 pg de una mezcla de paraproteinas humanas de
isotipo G,, G, y G, (IgGmix) en PBS como se indica en la Tabla 3.2. A las 7
semanas de edad, se comenzo el proceso de inmunizacién, en el que sdlo se dieron
2 inyecciones 1L.p. y 1 i.v., administrandose en cada caso 60 pg de una IgG, diferente
(Tabla 3.2).

En ambos tratamientos, los ratones fueron sangrados 10 dias después de
la segunda inyeccion 1.p. para obtener el titulo de anticuerpos anti-IgG, y anti otras
subclases en el correspondiente suero,
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EDAD DOSIS TRATAMIENTO
2 dias 20 pg IgG mix (PBS) i.p. Tolerancia
5 dias 20 pg IgG mix (PBS) i.p.
13 dias 20 pg IgG mix (PBS) i.p.
7 semanas 60 pg IgG, Ste (AFC) i.p. Inmunizacién
0 semanas 60 ug 1gG, Fo (AFD) i.p.
12 semanas 60 ng IgG, Bru (PBS) i.v.

Tabla 3.2. Protocolo de tolerancia e inmunizacién (Fusién 11).

3.1.2 Fusion celular

El procedimiento seguido para la hibridacién celular fue el descrito por
Kohler y Milstein (1975) con las posteriores modificaciones introducidas para me-
jorar el proceso de obtencidn de anticuerpos monoclonales (Galfré y Milstein, 1981
y Springer y col. 1982).

El ratén seleccionado se sacrificd 4 dias después de la inyeccién i.v.
Antes de la extirpacion del bazo se extrajeron, como fuente de macrdfagos, las
células peritoneales mediante lavado del peritoneo con 10 ml de PBS; después de
centrifugar a 300 g durante 5 min en una centrifuga de mesa (Selecta, Martorell,
Espaifia) el sedimento celular se lavé por centrifugacion con medio RPMI. El sedi-
mento final se resuspendié en 2 ml del mismo medio y se mantuvo a 4°C hasta su
uso. Estas células se utilizaron para favorecer el crecimiento de los hibridomas. Se-
guidamente, se extrajo el bazo y se transfirié a una placa Petri estéril (5 cm de
diametro, NUNC) que contenia 1 ml de RPMI, para proceder a la obtencién de las
células por frotamiento mecdnico. La suspensién de estas células se lavo 2 veces en
las mismas condiciones antes descritas y se resuspendieron en 5 ml de medio.

Paralelamente, sc recogieron las células del mieloma de ratdén a partir de
cultivos in vitro en fase exponencial (0.2-0.5 x 10° células/ml), se lavaron 2 veces y
se resuspendieron en 5-10 ml de RPMI (concentracién final, 5-10 x10° células/ml).

Una vez realizado el contaje de ambos tipos celulares, mediante un he-
mocitometro NEUBAUER (Hawksley, Gran Bretafia) en un microscopio de con-
traste de fases OLYMPUS MI (Olympus, Japdn) y después de comprobar que el
porcentaje de células viables en la suspension de mielomas era superior al 90%, se
mezclaron todas las células de bazo y las de mieloma necesarias en una proporcion
4:1 y dicha mezcla se centrifugd a 300 g 5 min aspirdndose el sobrenadante. A con-
tinuacion, se realizd el proceso de hibridacién celular a 37¢C mediante la adicion de
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1 ml de PEG lentamente y con agitacién durante 1 min. Posteriormente, se diluy6
el PEG anadiendo 5 ml de RPMI de forma gradual durante 3 min y a continuacién,
12 ml mas durante 1 min. Finalmente y después de 3 min de reposo, se centrifugé y
el sedimento celular se resuspendié en medio selectivo HAT que contenia las célu-
las peritoneales. La suspensién celular final se distribuy6 en placas de cultivo de 96
pocille (0.2 mi por pocillo) de forma que cada uno contuviese unas 150.000 células
de bazo y 5000 peritoneales. Desde ese momento, las placas se mantuvieron en el
incubador de CO.,,.

Después de la fusion, se empledé como medio de cultivo, medio HAT, ya
que la linea de mieloma de ratén utilizada era deficiente en el enzima hipoxantina-
guanina-fosforibosil transferasa necesaria para la sintesits de purinas por la via de
rescate. Al contener el medio aminopterina, que inhibe la sintesis de novo de puri-
nas, las células de mieloma al igual que los esplecnocitos no fusionados, dejan de
ser viables y sélo los hibridos células de bazo-mieloma pueden crecer en cultivo.
Esto es asi porque estos hibridos pueden sintetizar purinas mediante la via de
rescate utilizando hipoxantina y timidina como precursores.

Como control de la efectividad del medio HAT, asi como de la ausencia
de revertientes, las células de mieloma no utilizadas para fusionar, se mantuvieron
en medio HAT, comprobandose que no eran viables.

A los 6 dias después de la fusion se cambi6 el medio de cultivo (todavia
HAT) y a los 8, se eliminé la aminopterina afiadiendo cada 2 dias medio HT.

3.1.3. Clonaje celular

A los 10 (Fusién I) y 8 (Fusidn II) dias después de la hibridacion, cuando
los clones alcanzaron aproximadamente 1 mm de didmetro se llevaron a cabo los
ensayos de seleccion (Métodos 3.2). Los hibridos elegidos se clonaron por la técni-
ca de dilucién limite (Campell, 1984).

Las células seleccionadas se diluyeron con medio RPMI con STF al 20%
a una concentracién final de 300, 30, 3 y 0.3 células por ml y se distribuyeron en
placas de 96 pocillos. Una vez crecidos los clones, se eligio la placa con un porcen-
taje de pocillos con crecimiento menor del 50% y se realizé un ensayo para detectar
los clones que seguian secretando anticuerpos anti-IgG,. De estos, se escogieron 2 y
se subclonaron siguiendo el protocolo descrito.

3.1.4 Congelacion y descongelacion de lineas celulares

Aproximadamente entre 0.5 y 2 millones de células se resuspendieron en
0.5 ml de STF y se afiadieron, lentamente y en bafio de hielo, 0.5 ml de dimetil
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sulfoxido (DMSO) al 20% (v/v) en STF por cada vial de congelacion. Posterior-
mente los viales se almacenaron a -80°C y a Jas 24 h se transfiricron a un depdsito
de nitrégeno liguido (Locator 8, Thermolyne, Quimigranel).

Los viales con las células congeladas se descongelaron rdpidamente en
un bafio de 37°C, transfiriendose a un tubo que contenia 1 ml de RPMI-STF al 20%.
Después de afiadir 9 ml més de medio en frio para diluir el DMSOQ, las células se
centrifugaron y se resuspendieron en 2 ml del mismo medio distribuyéndose en
placas de 24 pocillos.

3.2 ENSAYOS DE SELECCION DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Se llevaron a cabo ensayos tipo ELISA o RIA en fase sélida con las
siguientes condiciones generales:

- El volumen de ensayo fue de 50 pl por pocillo.

- Las diferentes proteinas utilizadas en la fase sélida se adsorbieron a 5 pg/ml
en PBS durante 1 h a 37°C.

- El proceso de saturacion se llevé a cabo con seroalbimina (SAB) al 1% y
Tween-20 al 0.05% en PBS (PBS-SAB-T) durante 20 min.

- El resto de las incubaciones (sobrenadantes, sueros etc.) se realizaron durante
1 h a temperatura ambiente. Entre cada incubacién se realizaron 3 lavados con
Tween-20 al 0.05% en PBS (PBS-T).

- Las incubaciones con el segundo anticuerpo de cabra anti-ratén (GAM) mar-
cado con ['?* (R1A)} se realizaron afiadiendo 100.000 cpm/pocillo y después de lavar
se determind la radiactividad incorporada en un contador gamma Packard Multi-
prias 1 (Packard Instruments, Downers Grove, EEUU).

- Cuando se empled el GAM conjugado con peroxidasa (ELISA), este se utilizd
diluido 1:3500 y después de incubar durante | h, se afiadio el sustrato enzimatico
(0.03% H,0, y 0.66 mg/ml de OPD en tampon citrato-fosfato 50 mM, pH6.0). A los
30 min, se detuvo la reaccién adicionando 50 pl de H,SO, y se midio la densidad
optica (DO) a 492 nm en un lector de placas de 96 pocillos KUCO 21(SCINICS,
Tokio, Japén) utilizando como valor de referencia, la densidad éptica (DO) a 630
nm.

- Como controles posttivos de los ensayos se utilizd el sobrenadante de cultivo
de la mezcla de hibridomas anti-cadenas ligeras (HG3/6.1 y HG8/2.1) v el liquido
ascitico diluido 1:10.000 del AcM comercial anti-IgG, SK-44. Como controles
negativos, empleamos sobrenadante de cultivo de la linea P3-X63Ag8 y PBS-SAB-
T.
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3.2.1. Determinacion del titulo del suero de los ratones inmunizados

Previamente a las 2 fusiones se determiné el titulo {(definido como la
dilucion del suero a la que se obtiene la mitad de la sefial méxima) de anticuerpos
anti-1gG, y otras subclases de IgG en el suero de los ratones inmunizados. Para
cllo, se adsorbid a placas de PVC IgG, mix e IgGmix. Después se afiadieron 50 pl
de diluciones seriadas (factor 10, 7 puntos) del suero de los ratones y posteriormen-
te, se incubo con €l GAM marcado radiactivamente como se indica en las condicio-
nes generales.

3.2.2. Seleccion de hibridos secretores de anticuerpos monoclonales

Fusion I- El proceso de seleccién se hizo mediante un RIA en fase
sOlida en placas de PVC. En un primer paso, los sobrenadantes de los hibridomas se
ensayaron frente a una IgG, diferente de las empleadas en la inmunizacién, IgG,
P-L. Con los clones cuya sefial fue al menos 3 veces superior al control negativo, se
llevé a cabo una 2° seleccién encaminada a identificar los hibridomas secretores de
anticuerpos especificos de 1gG, . Para ello, los sobrenadantes de cultivo se ensaya-
ron frente a IgG,mix por un lado, y frente a JgGmix por otro, y sélo aquellos que
reconocieron a la mezcla de IgG, y no a la de las otras subclases fueron selecciona-
dos para su posterio clonaje y subclonaje.

Fusion 1I- En este caso se siguieron las mismas indicaciones antes ex-
puestas, pero utilizando un ELISA en placas de poliestireno (Costar).

3.3. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES PARA
PURIFICACION

Para purificar los AcM se obtuvieron previamente cantidades del orden
del mg, bien a partir del sobrenadante de cultivos (cultivo in vitro), o bien a partir
de liquido ascitico de raton (cultivo in vivo).

Cultivo in vitro: Una vez descongelada la linea productora del anticuerpo
que se pretende obtener, esta se crecié en frascos de 175 cm empleando medio
RPMI con STF al 5% y una vez alcanzada la fase de saturacién se recogid el
sobrenadante mediante centrifugacidn, con una concentracion aproximada de 5-20
pg/ml.

Cultivo in vivo: El procedimiento seguido fue basicamente el de Stanker
y col.,1985. Los ratones Balb/c se inyectaron i.p. con 0.5 ml de 2,6,10,14-tetrame-
tilpentadecano. Diez dias después, se inyectaron de nuevo i.p., 2 x 10° células en
0.5 ml de PBS por ratén. A los 12 dias después, cuando se observo la aparicion del



33

tumor se procedié a la extraccion del liquido ascitico mediante agujas de calibre
18G, repitiendo el proceso cada 2 dias. Después de incubar el liquido ascitico 30
min a temperatura ambiente y 2 h a 4°C, se centrifugd a 800 g (Centrifuga Sorvall
RC5B, DuPont Instruments, Newton, EEUU)} durante 30 min para eliminar funda-
mentalmente hematies, voloviéndose a centrifugar a 20.000 g a 4% para eliminar la
fase lipidica.

Tanto el sobrenadante como el liquido ascitico se almacené a -30°C hasta
Su uso.

3.4. PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCIL.ONALES

La purificacion de los AcM se llevd a cabo utilizando diversas técnicas
en funcién de las caracteristicas del anticuerpo (clase, subclase, etc.) y de la proce-
dencia del material (sobrenadante de cultivo o liquido ascitico). La mayoria de los
anticuerpos (G4.1, G4T.9, G4T.11 y G4T.12) se purificaron de liquido ascitico por
el método de la precipitacion con dcido octanoico (Reik y col., 1987). Sin embargo,
el anticuerpo G4T.2 tuvo que purificarse por cromatografia de afinidad en columna
de proteina A-Sepharose { Ey y col., 1978). Cuando la purificacién se realizé a
partir de sobrenadante de cultivo, se llevé a cabo siempre por cromatografia en
columna de proteina A-Sepharose tras una previa concentracion del anticuerpos
mediante una precipitacién con sulfato aménico. Esta se realizé adicionando lenta-
mente y en agitacion a 4°C sulfato aménico hasta una concentracion final del 50%
de saturacidn (31,3 g/100 ml de medio), centrifugando posteriormente la mezcla a
10.000 g durante 10 min y el sedimento resultante se resuspendié en tampon Tris
CIH 0.1 M pH §.6.

3.4.1. Purificacion por proteina A-Sepharose

Tanto el liquido ascitico como el sobrenadante de cultivo concentrado
por la precipitacién con sulfato amoénico, se diluyeron 1/2 y se dializaron frente al
tampon Tris-CIH 0.1M, CINa 2M, pHS.6, filtrdndose por 0.8 pm. Seguidamente, la
suspensién dializada se pasé a través de una columna de 5 ml de Proteina A-
Sepharose previamente equilibrada con tampoén Tris-CIH 0.1M, CINa 2M, pH8.6.
Una vez que todo el volumen de la muestra hubo pasado, la columna se lavé con 3-
4 volimenes del mismo tampdn. La elucién de los anticuerpos fijados se realizé
con Dietilamina 50 mM, recogiendo fracciones de 1 ml en tubos que contenian 300
pl de Tris 1M pH 6.8. La presencia de proteinas en las fracciones eluidas se detectd
por absorbancia a 280 nm, mezcldndose aquellas correspondientes al pico de protei-
na y dializandose frente a PBS a 4°C.
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3.4.2. Purificacion por precipitacion con acido octanoico

Este método consiste en una doble precipitacidn sucesiva con dcido octa-
noico y sulfato amonico. Por cada volumen de liquido ascitico se afiadieron 2 de
tampdn acetato 60 mM pH 4, ajustando el plf a 4.8 con NaOH 1M. Seguidamente,
se llevo a cabo la 1* precipitacion adicionando lentamente y con agitacién 33 pl de
octanoico por cada ml de liquido ascitico original, incubdndose durante 30 min.
Después de la centrifugacion se separd el sobrenadante y se dializé frente a PBS
conteniendo 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.2 mM. La muestra dializada
se precipitd a continuacién con SO,(NH,), al 50% (p/v). El sedimento obtenido,
después de centrifugarse, se resuspendié en 2-3 ml de PBS y se dializé tambien
frente a PBS a 4°C y se guardé congelado a -30°C.

3.4.3. Control de la purificacion

En todos los caso, 1a pureza de los anticuerpos se comprobd mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (Métodos 3.6.). La
actividad se determind mediante un ELISA en fase sélida en el que los AcM se
ensayaron a diferentes concentraciones (100 ug/ml-1 ng/mi), siguiendo el procedi-
miento descrito en Métodos 3.2.

3.5. METODOS PARA LA CARACTERIZACION DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES

3.5.1. Determinacion del isotipo

Uno de los primeros pasos en la caracterizacidn de los AcM es la deter-
minacién del isotipo. Esta determinacidn se realizé mediante la técnica de doble
inmunodifusién radial, siguiendo el método descrito por Quchterlony (1948).

El procedimiento se llevd a cabo en una placa de vidrio sobre la que se
solidifico una solucién de agarosa al 1 % en tampdn veronal 24 mM, tris 73 mM,
lactato cédlcico 0.3 mM a pH 8.6. Una vez formado el gel se perforaron pocillos de
3 mm de didmetro, seglin una simetria hexagonal con una separacién de lcm y se
aplicaron las muestras. Cada antisuero especifico se aplicé en el pocillo central
{(volimen de 10 pl) y los sobrenadantes, en los pocillos de alrededor (volumen 10
pl). Las muestras se dejaron difundir durante 48 h en camara himeda y a tempera-
tura ambiente. Por tltimo, el gel se lavé con CINa 0.1M y se presioné colocando 5
hojas de papel de filro Whatman n®1 y un peso de 1Kg durante 30 min, posterior-
mente, se volvio a lavar y se tind con una solucion de azul de Coomassie al 0.5%
(p/v) en etanol:acido acético:agua (45:5:50) y se destifié con la misma solucién sin
azul de Coomassie.
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3.5.2. Determinacion de la K de afinidad

La K de afinidad (Kaf) fue estimada por un radicinmunoensayo no com-
petitivo siguiendo el método descrito por Beatty y col. , (1987). El ensayo se realizé
adsorbiendo el Ag, en este caso IgG mix, a la fase sélida a 4 concentraciones dife-
rentes: 5, 2.5, 1.25 y 0.625 pg/ml. Para cada par de concentraciones de Ag se
estim6 la K de afinidad después de incubar con diluciones seriadas de cada AcM
(factor 3, concentracién maxima 200 pg/ml), aplicando la férmula general:

Kaf= (n-1)/2(n[Ac’] -[Ac]), siendo n=[Ag]/[Ag’]

Las [Ac] y [Ac'] son las concentraciones totales estimadas de anticuerpo para
obtener una sefial del 50% del maximo, habiendo adsorbido el antigeno a las con-
centraciones [Ag| y [Ag'), respectivamente.

3.5.3. Ensayos de competicion entre los anticuerpos monoclonales

Uno de los datos mds importantes en la caracterizacion de un panel de
AcM es determinar el nimero de epitopos que reconocen en la molécula de Ag.
Este andlisis se realiz6 mediante un RIA de competicion.

Se adsorbio a placas de PVC de 96 pocillos 50 pl de IgG,mix a 5 pg/ml
en PBS y después de la saturacién con PBS-SAB, se incubé con 25 pl por pocillo
de diluciones sucesivas de los anticuerpos anti-IgG, purificados (15 ng-15 pg por
pocillo). A los 30 min, se afiadieron 235 pl de los diferentes AcM marcados con I'”
(100.000 cpm/25 pl). Después de 30 min de incubacion y de los correspondientes
lavados, se midid la radiactividad incorporada en un contador gamma. Como con-
troles negativos del ensayo (0% inhibicidén) se emplearon un AcM anti-Fel d 1
(Duffort y col., 1988) y el diluyente empleado en el RIA (PBS-SAB).

3.5.4. Digestion con papaina.

Se disolvieron 100 pg de cada una de las 3 IgG, de la mezcla ( Bru, Ste y
Fo) y 1 pg de papaina en 200 pul de PBS que contenia Cys 10 mM y EDTA2 mM y
se incubd a 37°C durante 30 min. El proceso de digestion se detuvo tras la adicion
de iodoacetamida a una concentracién final de 30 mM.

3.6. TECNICAS ELECTROFORETICAS

Para comprobar el grado de pureza de los anticuerpos monoclonales, asi
como para analizar los fragmentos producidos después de la digestion proteolitica
de la molécula de IgG,, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en
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presencia del detergente aniénico SDS (SDS-PAGE). El protocolo seguido, con
pequenas modificaciones, fue el de Laemmli (1970).

Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de pH discontinuo de 16 x
14 cm? de drea y 0.75 mm de grosor que constaban de gel concentrador y gel
separador. En la preparacion de ambos geles se utilizd una solucion de acrilamida-
bisacrilamida al 30% (p/v) con una relacién entre ellas de 36,5 : 1. El gel concentra-
dor se prepar6 a una concentracién del 5% de acrilamida en tampén Tris CIH 0.125
M pH 6.8 con 0.1% de SDS (Vol. final, 2 ml) y en el gel separador la concentracion
de acrilamida oscilo entre el 10 y el 15%, segun los experimentos, en tampén Tris
CIH 0.38 M pH 8.8 con 0.1% de SDS (p/v) (Vol. final, 15 ml). Las muestras se di-
solvieron en un tampén Tris CIH 0.08 M pH 6.8 que contenia 2% (p/v) de SDS,
10% (v/v) de glicerol y 0.005% (p/v) de azul de bromofenol. En la mayoria de los
casos, se afadié ademads, un 5% (v/v) del agente reductor 2-mercaptoetanol. Las
muestras se hirvieron durante 2 min antes de su aplicacion en el gel.

Todas las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, EEUU) a voltaje constante de 40V, durante 12-14 h
utilizando como tampén de electrodos Tris 0.025 M, glicina 0.192M pH 8.3, conte-
niendo 0.1% (p/v) de SDS. Finalmente, los geles se fijaron y tifieron con azul de
Coomassie al 0.2% (p/v) en metanol:icido acético:agua (45.5:7:46.5) y se destifie-
ron en acido acético:metanol:agua (5:25:70).

3.7. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANAS DE
PVDF

Para realizar la transferencia de proteinas desde geles de poliacrilamida
se siguid bdsicamente el método de Towbin y col., (1977), pero utilizando como
membrana de transferencia, Immobilon (Millipore). Esta membrana es de PVDF
(difluoruro de polivinilideno) y se caracteriza por tener una mayor capacidad de
adsorcion y fijacion de las proteinas que las habitualmente utilizadas de nitrocelulo-
sa.

Una vez realizada la separacion electroforética, el gel se equilibré duran-
te 15 min en el tampén de transferencia (Tris 25 mM y Glicina 192 mM en metanol
20% (v/v), pH 8.2-8.3). Paralelamente, la membrana de PVDF se humedecio con
metanol y agua y posteriormente, se equilibré también con el tampén de transferen-
cia durante 15 min. El gel se situé sobre la membrana de PVDF y a ambos lados se
colocé una lamina de papel 3MM (Whatman). Este conjunto se situé entre dos
soportes de material poroso y todo ello, entre dos soportes de plastico, introducién-
dose, con la membrana de PVDF hacia el lado anddico, en la cubeta de transferen-
cia (Hoefer Scientific Instruments). La transferencia se llevo a cabo durante 2 h a
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250 mA con refrigeracion. Finalizado el proceso, la membrana se utilizé bien para
tincidn, bien para ser procesada para inmunodeteccion (Métodos 3.8). La tincién se
realizo con una solucién de negro amido al 0.1% (p/v) en metanol:dcido acético:agua
(10:2:88) y se destifié con una solucidn de metanol:dcido acético:agua (50:7:43).

3.8 INMUNODETECCION DE PROTEINAS EN MEMBRANAS
DE PVDF

Una vez realizada la electroforesis y transferencia de las proteinas a la
membrana se llevé a cabo el proceso de identificacion de aquellas estructuras
reconocidas por un determinado anticuerpo. Las membranas de PVDF, con las
proteinas adsorbidas, se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con PBS-L
(leche en polvo al 1% (p/v) en PBS-T) para saturar todos los puntos de la membrana
con capacidad de adsorcion inespecifica de proteinas. A continuacién, las membra-
nas se incubaron en primer lugar, con los AcM a 10 pg/mi en PBS-L y después de
los lavados con PBS-T, con GAM marcado con I'** (150.000 cpm por membrana).
Finalmente y después del proceso de lavado, las membranas se secaron y se proce-
di6 a realizar la autoradiografia (Materiales 2.12).

3.9. MARCAJE DE ANTICUERPOS CON ISOTOPOS
RADIACTIVOS

El marcaje con I'” se efectud segin el método de Hunter y Grenwood
(1962), con ligeras modificaciones. La reaccion se llevé a cabo mezclando 10 pl
(10 pg) de proteina con 10 pl de tampén fosfato 250 mM y afiadiendo 300 pCi de
['*Na y 10 pl de Cloramina-T (1 mg/ml en tampdn fosfato 50 mM pH 7.5). Esta
mezcla se dejé 1 min a temperatura ambiente agitando de vez en cuando. Posterior-
mente, se afadieron 0.5 ml de Tirosina (0.5 mg/ml en tampodn fosfato 50 mM pH
7.5) y después de 5 min de incubacién se aifiadié 0.5 ml de IK (1 mg/ml en PBS-
SAB). La proteina marcada se purificé por cromatografia de filtracién en gel a
través de una columna PDI10 previamente equilibrada con PBS-SAB. Las fraccio-
nes correspondientes al pico de proteina marcada, con una actividad especifica de
alrededor de 10 pCi/pg, se mezclaron y conservaron a 4°C.
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3.10. MARCAJES NO RADIACTIVOS

3.10.1. Marcaje del GAM con Peroxidasa

El marcaje se realizé siguiendo el método de Tijssen y Kurstak (1984).
Se disolvieron 10 mg de GAM en 1 ml de tampén carbonato sédico pH 9.2.
Paralelamente, se activo la peroxidasa, previamente disuelta en tampén carbonato
0.1 M pH 8.1 (3.5 mg en 3.5 ml), incubéndola con 350 pl de IO,Na 10 mM durante
2h a temperatura ambiente en oscuridad. La mezcla de peroxidasa y GAM se
incubd en presencia de Sephadex G-25 (1/6 p/v) 3 h a temperatura ambiente y en
oscuridad. Tras separar el conjugado, este se estabiliz6 mediante la adicién de 1/20
del volumen total de BH,Na (5 mg/ml en NaOH 0.1 mM). A los 30 min, se afiadio
de nuevo BH,Na (1/10 del volumen total en este caso) incubdndose durante 1 h a
4°C. El GAM conjugado se purificd por una columna de AcA 34 equilibrada con
PBS y aquellas fracciones que lo contenian se mezclaron y se dejaron en presencia
de 1% de SAB y 50% de Glicerol. El anticuerpo asi marcado se almacend a -30°C.,
La actividad del conjugado se determiné mediante un ELISA frente a un anticuerpo
de ratén y PBS-SAB como controles positivos y negativos respectivamente.

3.10.2. Marcaje del GAM con Fluoresceina

A 5 mg de GAM disueltos en 0.5 ml de tampén bicarbonato sodico 0.1
M, pH 8.5 se le anadié 0.85 ml de una solucion de FLUOS (5(6)-carboxifluorescei-
nato de N hidroxisuccinimidilo) en DMSQ, correspondiendo a un exceso molar de
10 veces. La mezcla se agit6é durante 1 h a temperatura ambiente. El conjugado se
separé mediante una filtracion en gel a través de una columna PD10 equilibrada con
tampon carbonato 0.1 M, pH 8.5. El eluido se dializé frente a PBS, afiadiendose
posteriormente SAB a una concentracién final del 1%, y se almacené a -30°C.

3.10.3. Marcaje del anticuerpo monoclonal G4T.9 con Biotina

Se disolvieron 50 pl de NHS-LC Biotina a 20 mg/ml en DMSO y se
afiadieron a 1 ml de AcM G4T.9 en tampon carbonato 0.1 mM pH 8.5. La mezcla se
incubd durante 4 h a temperatura ambiente. La biotina en exceso se separé mediante
filtracién a través de una columna PD10 y se recogieron las fracciones correspon-
dientes al pico del anticuerpo conjugado (volumen: 1.2 ml y concentracion : 3.2 mg/
ml). Posteriormente, el anticuerpo biotinizado se diluyé 1/10 en una solucién de
glicerina al 50% en PBS y se almacené a -30°C. Finalmente, se determiné el titulo
del anticuerpo biotinizado mediante un ELISA en fase sélida adsorbiendo como
control positivo IgG mix y, como negativo, IgGmix e incubando con diferentes
diluciones del anticuerpo conjugado.
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3.10.4. Marcaje del anticuerpo monoclonal G4T.9 con B- Galactosidasa

Al ml del AcM G4T.9 purificado (1 mg/ml en PBS) se le afiadieron
10 ul de MHS (Maleimidohexanoato de N-hidroxisuccinimidilo), preparado a 20
mg/ml en dioxano, incubdndose durante 1 h a 37°C. E1 MHS en exceso que no reac-
ciond se separé mediante filtracidn en gel de Sephadex G-25 (columna PD10 pre-
viamente equilibrada con 30 mi de Cleg 10 mM en PBS). Posteriormente, se afa-
dieron 40 mg de B-galactosidasa incubdndose durante 1 h a 30°C. Después de la
adicién de B-mercaptoetanol a una concentracidn final de 10 mM, elAcM conjugado
se separ6 de la enzima y el AcM libres mediante filtracién en una columna de
Ultrogel AcA 34. El anticuerpo se almacend a 4°C en presencia de SAB al 1% y
N,Na al 0.05%. La actividad del anticuerpo se determind siguiendo el mismo proce-
dimiento anterior (Métodos 3.10.3).

3.11. ENSAYOS DE CUANTIFICACION DE IgG,

3.11.1. ELISA para la cuantificacion de IgG, total

Procedimiento. Se incubaron placas Costar con 100 nl/pocillo del anti-
cuerpo G4T.2 a una concentracién de 5 pg/ml en tamp6n carbonato pH 9.6 durante
1h a 37°C. Posteriormente y previa saturacién con PBS-SAB, se afiadieron 50 pl de
las muestras de sueros y de la curva patrén incubdndose durante 1 h a temperatura
ambiente. Después de 3 lavados con PBS-T, se incubd cada pocillo con 50 pl del
anticuerpo G4T.9 biotinizado diluido 1/5000 en PBS-T durante 1 h también. Tras 4
lavados, se afiadieron 50 pl de streptavidina peroxidasa diluida 1/4000 y se incubd
durante 1 h. Finalmente, se afiadieron 50 pl de sustrato enzimdtico de peroxidasa
(Métodos 3.2.2) , deteniéndose el desarrollo de color a los 30 min mediante la
adicion de 50 ul de SO H, y leyéndose la DO a 492 nm, utilizindose como filtro de
referencia 630 nm.

Curva patrén. La concentracion de IgG, total de cada muestra de suero se
calculé por inierpolacién en la zona lineal de la curva estindar. Esta curva se
construyé utilizando diluciones seriadas con factor 1/2, desde una concentracion de
1 ug/ml a 1 ng/ml, de un suero humano previamente calibrado en su contenido en
IgG, frente a la referencia internacional OMS 67/69, segun el método de Aucoutu-
rier y col., 1985.

3.11.2. ELISA para la cuantificacion de 1gG, especifica

Procedimiento. Se afiadieron 100 pl de extracto alergénico a 10 pg/ml en
PBS ( que es el extracto utilizado como referencia) a pocillos de Immunolon II y se
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dejo incubando toda la noche a 4°C. Después de la saturacién con PBS-SAB, se
afiadieron 50 pl de las muestras de suero y de la curva patrén y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente. Seguidamente y después de 3 lavados, se llevé
a cabo una segunda incubacion, también de 1 h y a temperatura ambiente, con el
anticuerpo G4T.9 marcado con B-galactosidasa.Tras 3 nuevos lavados, se afiadieron
100 pl del sustrato enzimdtico (o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido) a cada pocillo,
incubandose 30 min a 37°C. Finalmente, la reaccidn enzimadtica se detuvo mediante
la adicién de 100 pl de CO,Na, IM y se determino la DO a 405 nm (filtro de
referencia de 630 nm).

Curva patrén. La concentracion de IgG, especifica en cada muestra se
calculd por interpolacion en Ia zona lineal de una curva patrén previamente calibra-
da como se indica a continuacion.

Inicialmente se seleccioné un suero de referencia que tuviera una con-
centracion de IgG, total baja y altos niveles de IgG, especifica a Phleum pratense.
La cantidad de anticuerpos de IgG, especificos presentes en ese suero se calculd
entonces mediante el proceso de absorcion alergénica siguiente: se incubaron ali-
cuotas del suero diluidas 1/35 durante toda la noche a 4°C con el extracto de
Phleum pratense acoplado covalentemente a discos de papel activado con BrCN en
constante agitacion (40 pl por disco). Después de esta incubacién, se determiné por
duplicado el contenido en IgG, total y el nivel de especifica en el suero absorbido.
Como resultado, no se pudo detectar 1gG, especifica después de la absorcion y la
diferencia entre los niveles de 1gG, total antes y después del tratamiento se tomé
como la concentracion de IgG, especifica de ese suero de referencia. Este suero,
posteriormente, se utilizé para calibrar una mezcla de sueros con altos niveles de
IgG, especifica frente a Phleum pratense con la que finalmente construimos la
curva patron (Resultados 4.2.2.1).

3.12. OTROS ENSAYOS

La valoracidn de IgE especifica de los sueros de inmunoterapia se llevé a
cabo mediante un enzimoinmunoensayo comercial (Hamlet-1gE, Alergia € Inmuno-
logia Abelld S.A.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Basicamente, des-
pués de unir el alergeno a la fase sélida, se incubaron 100 pl de [as muestras de
suero para analizar durante 2 h a temperatura ambiente. Después se incubaron 100
pl de AcM anti-IgE (Materiales 2.4) marcado con [3-galactosidasa. Los pasos poste-
riores del ensayo son los que se indican para ¢l ELISA de IgG, especifica (Métodos
3.11.2). Los resultados obtenidos se expresaron e¢n unidades con respecto a unos
sueros tomados como referencia.

La valoracion de IgG, especifica se realizo mediante un enzimoinmu-
noensayo puesto a punto en nuestro laboratorio. Después de unir el alergeno a la
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fase sélida, se incubaron 50 pl de las muestras de suero diluidas 1:25 durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 50 pl del AcM anti-IgG, (Mate-
riales 2.4) marcado con biotina, incubdndose durante 1 h. Los pasos siguientes de
adicion de sustrato y revelado de la reaccién enzimatica son los indicados para el
ensayo de cuantificacion de IgG, total (Métodos 3.11.1). La cantidad de IgG, de
cada muestra se calculé por comparacion con una curva de referencia cuyo conteni-
do en IgG, estd expresado en unidades arbitrarias.

3.13. ENSAYOS DE LIBERACION DE MEDIADORES

3.13.1. Ensayo de liberaciéon de histamina

La determinacién de histamina liberada se realiz6 mediante un RIA co-
mercial de inhibicién en fase sélida ( Inmunotech, Francia) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. Resumidamente, las muestras de sangre se recogieron en tubos
heparinizados (10 p/ml) y se diluyeron en el tampén comercial de liberacién para
posteriormente, incubarse durante 30 min a 37°C con los anticuerpos anti-IgG, y
anti-IgE, asi como con tampdn de liberacion como control de la liberacién esponté-
nea. La histamina liberada se midié en el plasma diluido después de centrifugar las
muestras, representando los valores de liberacion obtenidos los porcentajes libera-
dos sobre ¢l contenido total de histamina de cada sangre. Para calcular el contenido
de histamina total, esta se determiné después de lisar las células sanguineas median-
te un proceso de congelacidn y descongelacion rapido.

En algunos experimentos, al tampdn de liberacién se le afiadié un 40%
de 6xido de deuterio (D,0), 0o EDTA 10 mM.

Finalmente, en otra serie de experimentos, después de la incubacion con
los diferentes AcM, se midié la histamina en los sobrenadantes y las células se
resuspendieron y reincubaron con el GAM a 25 pg/ml, determindndose la histamina
por el procedimiento habitual.

3.13.2. Ensayo de liberaciéon de leucotrieno C,

Para medir el contenido de leucotrieno C, (LTC,) liberado se utilizé un
RIA de competicién en fase solida comercial (Amersham, Gran Bretafia). Para ello
previamente se purificé la fraccion mononuclear de la sangre mediante un gradiente
en Ficoll-Paque (Pharmacia, Suecia) (Métodos 3.14.1.). Después de centrifugar y
lavar, las células se resuspendieron en ¢l tampén de liberacidn comercial a una
concentracion de 107 células/ml, con un porcentaje aproximado del 2% de baséfilos
(observado mediante tincion con azul de toluidina). 100 pl de esta suspensién
celular se incubé con 50 ul del AcM anti-IgG,(Fab) a 1 mg/ml durante 45 min a
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37°C, y después de centrifugar s¢ determing el contenido de L.CT, en picogramos en
los sobrenadantes siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.14.DETECCION DE IgG, EN BASOFILOS POR
INMUNOFLUORESCENCIA

3.14.1. Preparacion y tincion de baséfilos

Se recogid la sangre en un tubo heparinizado (10 unidades/ml) y se
diluy6 en PBS en una proporcion 1:1, afiadiéndose 5 ml sin mezclar sobre 4.5 ml
de un gradiente de Ficoll-Paque. Después de centrifugar 15 min a 800 g se recogie-
ron las células de la interfase y se lavaron con PBS. Finalmente, se resuspendie-
ron en 250 pl de PBS y se fijaron y tifieron a la vez con una mezcla de azul de
toluidina y paratormaldehido (0.2% y 2% p/v en PBS respectivamente) segun Stall-
man y Aalberse, 1977. A los 10 min, la mezcla se lavo 2 veces con PBS y se
resuspendié en 200 pl también de PBS.

3.14.2. Anjlisis por inmunofluorescencia

Se incubaron alicuotas de la suspension celular preparada como se ha
descrito anteriormente, con los AcM anti-IgG,(Fab) y anti-1gG,(Fc) a 100 pg/mi en
PBS durante 1 h a temperatura ambiente. Este proceso fue seguido, tras un lavado,
de una segunda incubacién con GAM conjugado con fluoresceina diluido 1:20 en
PBS .Después de lavar, las células se resuspendieron en una solucion de glicerol en
tampoén carbonato a pH8.5 (9:1) que contenia 2.5% de 1,4-diazobiciclo(2,2,2,) octa-
no. Finalmente, se transfirieron alicuotas de esta suspensién a portas y los baséfilos
y la inmunofluorescencia especifica se visualizaron en un microscopio de fluores-
cencia OLYMPUS BH2 (Olympus, Japén).

3.15 ANALISIS ESTADISTICO

El anilisis estadistico para comparar las distintas poblaciones de IgG,
entre individuos atdpicos, no atépicos, mujeres, hombres y antes y después de la
inmunoterapia, se llevo a cabo mediante t de Student. Para ello se calcularon los
logaritmos de cada muestra, para normalizar las poblaciones y homogeneizar las
varianzas. Se tomd como grado de significacién p<0.05.
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4.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-IgG,

4.1.1. Produccion de anticuerpos monoclonales

Para obtener anticuerpos monoclonales especificos de IgG, se llevaron
a cabo dos experimentos de fusion distintos.

Fusién I- En este primer experimento, se utilizaron ratones que habfan sido
sometidos a un protocolo convencional de inmunizacién con una mezcla de protei-
nas de [gG, (Tabla 3.1). Como resultado, ¢l titulo de anticuerpos frente a IgG, en
el suero de estos ratones fue de 107, aunque no se encontraron diferencias significa-
tivas con los titulos obtenidos frente a las otras 3 subclases de 1g(G. Después de la
fusion celular, se detectd crecimiento celular, es decir, formacién de hibridos, en el
53% de los pocillos de un total de 530. Cuando a los 10 dias, se realizé con el
sobrenadante de cultivo de los hibridomas el primer ensayo de seleccién (Métodos
3.2), se identificaron 15 como positivos ya que reconocian a la IgG, P-L. Sin em-
bargo, después de realizar el ensayo de seleccion frente a las otras subclases de 1gG,
solamente 5 (30%) de ellos resultaron ser especificos de IgG,, puesto que el resto
reconocian a alguna o a todas las demads subclases de IgG. Una vez clonados estos
hibridomas elegimos uno de ellos para estudios posteriores, el denominado G4.1,
por su comportamiento durante el clonaje, su ripido crecimiento y su aparente alta
afinidad.

Fusién 11- Debido a los resultados anteriores, se traté de mejorar la respuesta
inmune del rat6n frente a los epitopos especificos de IgG,, aumentando de esta for-
ma el rendimiento de la fusién. Para ello, se sometid a los ratones a un tratamiento
previo a la inmunizacién con IgG, para hacerles tolerantes frente a las otras tres
subclases, como se indica en Métodos 3.1.1, Tabla 3.2. Este cambio en el esquema
de inmunizacién trajo consigo un aumento en el titulo de anticuerpos anti-IgG, en el
suero de los ratones (10°), que ademds fue de 100 a 10000 veces superior que el
exhibido frente a cada una de las otras subclases de IgG. A los 8 dias de la fusion
celular, el andlisis de los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas obtenidos trajo
consigo la seleccion de 12 lineas que secretaban anticuerpos capaces de reconocer
a la IgG, humana de P-L. De ellos y después de realizar un ensayo doble frente a
IgG,mix e IgGmix, 10 (85%) resultaron ser totalmente especificos de la subclase
humana IgG,. Finalmente, una vez clonadas estas 10 lineas celulares, se eligieron 4
de ellas, G4T.2, G4T.9, G4T.11 y G4T.12 para estudios posteriores debido a sus
buenas caracteristicas de crecimiento y afinidad.

Como se puede ver en la Tabla 4.1, la comparacién de ambas fusiones indica
que como consecuencia del tratamento de tolerizacidn, la respuesta fue sigmficati-
vamente diferente (p=0.018, prueba exacta de Fisher) puesto que la mayoria de los
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anticuerpos obtenidos fueron especificos de IgG,, disminuyendo la respuesta dirigi-
da frente a los epitopos compartidos por otras subclases de 1gG.

1* SELECCION 22 SELECCION

AcM especificos  AcM especificos AcM no especificos

anti-IgG (anti-IgG)  (anti-otras IgG)
Fusién 1 15 5(30%) 10(70%)
Fusién II 12 10(85%) 2(15%)

Tabla 4.1. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FU-
SION 1Y II. Los valores representan el nimero de hibridomas secretores de AcM.

Los AcM producidos por los 5 clones especificos de IgG, elegidos fue-
ron expandidos bien a través de cultivo celular, o bien produciendo liquido ascitico,
para posteriormente purificarse y llevar a cabo su estudio y caracterizacién como se
indica en Métodos 3.5. Pero antes, se evalud de forma mds detallada la especifici-
dad de los AcM seleccionados para confirmar su capacidad de reconocer exclusiva-
mente a la inmunoglobulina G,. Para ello, se realiz6 un ELISA (Métodos 3.2) en el
que se determind la capacidad de unidn de los AcM seleccionados frente a un panel
de 17 paraproteinas humanas de IgG, asi como frente a otras Igs (IgA,IgE e IgM) y
a cadenas ligeras humanas A y k. Es interesante comentar que en el grupo de las 17
proteinas quedaban representadas las diferentes variedades alo ¢ isoalotipicas de la
IgG humana, asi como las diferentes cadenas ligeras, como se indica en los parénte-
sis de 1a Tabla 4.2. Como se observa en la tabla, los 5 AcM seleccionados recono-
cen a todas las paraproteinas de isotipo G,, tanto del isoalotipo 4a como 4b y con
diferentes cadenas ligeras, y ademas, no exhiben ninguna unién significativa frente
al resto de las subclases de IgG y otras inmunoglobulinas. Estos experimentos, que
indican la total especificidad de los AcM obtenidos, fueron corroborados por
técnicas de inmunodeteccién en membranas de PVDE. Este experimento se realizé
llevando a cabo una electroforesis en condiciones reductoras de las diferentes pro-
tefnas de IgG. Posteriormente, se realizé una transferencia y las membranas de
PVDF se incubaron con los diferentes AcM (Métodos 3.7 y 3.8), comprobandose
que los cinco AcM elegidos eran especificos de IgG,.
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Proteina en fa Anticuerpos monoclonales (2)
fase sdlida (1)
oCad A yK G4T.1 G4T.2 G4T.9 G4T.11 G4T.12
(control+)
IgG,
Ho(k,za) 1.3 0.02 005 0.05 0.05 0.03
Hu(x,f) 0.04 004 0.05 0.06 0.05
Mi(A, D) 0.04 0.06 (.06 0.06 0.04
Lab(A,za) 0.03 005 0.006 0.06 0.06
IgG,
Bi(x,N*) 1.2 0.05 0.03 003 0.03 0.03
Ei{x,N7) 0.03 0.04 0.04 0.03 0.04
Iss(A,N") 0.04 005 005 0.04 0.05
Pa(A,N*) 0.04 0.03 004 0.03 0.05
I1gG,
Hae(x,b) 1.3 0.06 0.04 0.04 0.04 0.04
Hum(A,b) 0.05 0.05 005 0.04 0.03
Rey(x,b) 006 006 004 0.04 0.06
Ruf(A,b) 006 005 005 0.05 0.04
IgG,
Bru(4b,x) 1.2 1.65 1.5 1.75 1.40 1.70
Ste(4a,x) 1.48 1.45 1.70 1.53 1.68
Fo(4a,\) 1.50 1.40 1.68 1.45 1.63
We(4a,A) 1.60 1.40 1.60 1.40 1.60
P-L 1.58 1.40 1.65 1.45 1.60
IgA 1.4 0.02 003 0.03 0.04 0.05
IgM 1.3 0.03 002 0.03 0.05 0.04
IgE 1.3 004 003 003 0.04 0.04
Cad A 1.5 0.03 0.03 0.02 0.04 0.03
Cad & 1.5 004 003 0.03 0.04 0.03

Tabla 4.2. ESPECIFICIDAD DE LOS AcM ANTI-1gG, . El ensayo se realiz6
segun se indica en Métodos 3.2, adsorbiendo las diferentes Ig y cadenas ligeras
a los pocillos (1) e incubando con los AcM mencionados (2). Se utilizé como
2% anticuerpo GAM marcado con peroxidasa. Los resultados muestran la
media de los valores obtenidos por duplicado de DO a 492 nm (filtro de
referencia 630 nm). El control negativo de unién inespecifica obtenido con el
micloma P3-X63Ag8 fue de 0.03 unidades de DO, .
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4.1.2. Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales anti-IgG,

La total caracterizacién de un anticuerpo monoclonal es un proceso
largo y complejo que depende del tipo de informacién que se quicra obtener y sobre
todo del uso posterior del anticuerpo. Habitualmente, sobre todo si se dispone de un
grupo de diferentes AcM, se llevan a cabo experimentos que nos ofrecen informa-
¢ion sobre la clase, afinidad, y numero de epitopos reconocidos para poder seleccio-
nar aquelios que mds nos interesen.

4.1.2.1._ Determinacién de la clase y constante de afinidad de los anticuerpos

monceclonales

El conocimiento de la clase y constante de afinidad de un anticuerpo
monoclonal es importante para determinar el protocolo de purificacién mds conve-
niente (purificacion por afinidad,etc), asi como para preveer su utilidad en una
determinada técnica (inmunoprecipitacion, inmunodeteccion, ELISA, etc.).

El isotipo de los anticuerpos se determiné por doble inmunodifusién
radial (Métodos 3.5.1). Como se puede ver en la Tabla 4.3, todos los AcM obtenidos
en la Fusion Il son de clase IgG, y sélo el AcM G4.1 (Fusién I) es de clase 1gG, .

La constante de afinidad (Kaf) se determiné mediante un RIA no compe-
titivo segun se indica en Métodos 3.5.2 y los resultados que se muestran en la Tabla
4.3, indican que el anticuerpo de menor afinidad (2.08 x 10* M) se corresponde
con ¢l AcM G4T.2 y el de mayor (4.93 x 10° M), con el AcM G4T.9.

AcM Isotipo K afinidad*
(M)
G4.1 V2a 2.47+0.28x10°
GA4T.2 vl 2.0840.54x10*
G4T.9 vl 4.931+0.90x10°
G4T.11 1 1.93+0.37x10°
G4T.12 vl 0.70+1.93x108

Tabla4.3. CARACTERISTICAS DELOS AcM ANTI-IgG,.
(*) Estos resultados muestran el valor medio obtenido de 6 de-
terminaciones diferentes.
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4.1.2.2._Determinacion del mimero de epitopos definidos por los anticuerpos

monoclonales

Uno de los principales aspectos en la caracterizacion de un panel de AcM
es determinar si estan dirigidos frente al mismo, o a diferentes epitopos (determi-
nantes antigénicos) en la molécula del Ag. Para ello, se llevd a cabo un ensayo de
competicion, en el que se determiné si la unién del AcM marcado con I'* a la
molécula de IgG, se inhibia en presencia de los otros AcM sin marcar. Los resulta-
dos que aparecen en la Figura 4.1, muestran que la unién del AcM G4T.2 al Ag se
inhibe dnicamente por el mismo AcM siguiendo una curva dependiente de la con-
centracion , lo que nos indica que este AcM reconoce un epitopo diferente al resto.
Por otro lado, los otros 4 AcM, G4.1, G4AT.9, G4T,11 y G4T.12, parecen reconocer
el mismo epitopo o determinantes antigénicos muy préximos y relacionados puesto
que la union de cada anticuerpo a la IgG, es inhibida por los otros AcM, en grados
diferentes dependiendo de la concentracién utilizada. Estos resultados parecen suge-
rir que los AcM estudiados definen al menos 2 epitopos diferentes, no solapantes,
en la molécula de IgG,:

-Epitopo A reconocido por G4T.2

-Epitopo B reconocido por G4.1, G4T.9, GAT.11 y G4T.12

Otra caracteristica importante de estos determinantes antigénicos es que
aparentemente, no se encuentran repetidos en la molécula de IgG,, porque cada
anticuerpo marcado radiactivamente no es capaz de unirse al Ag si este se presenta
por el mismo AcM adsorbido a la fase sélida.

4.1.2.3._Localizacién de los epitopos definidos por los anticuerpos menoclonales

La informacién obtenida con los experimentos de competicién cruzada,
se complement$ con la localizacion de los determinantes antigénicos Ay B en las
regiones Fab y Fc de la molécula de 1gG,. La digestion con papaina de IgG,
humana (Métodos 3.5.4) produjo fragmentos Fab, Fc ,asi como otros, resultados de
digestiones parciales, como cadena pesada (H) y restos de cadenas ligeras. Estos
fragmentos fueron separados mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras, y
se transfirieron posteriormente a una membrana de PVDF, llevandose a cabo una in-
munodeteccion por parte de los diferentes AcM. Para poder caracterizar claramen-
te los distintos fragmentos, llevamos dos controles, por un lado, un anticuerpo anti-
IgG, comercial SK-44, especifico de Fec (Jefferis y col., 1985) y por otro, una
mezcla de AcM especificos de cadenas ligeras (Materiales 2.4) como marcadores
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Figura 4.1. ENSAYOS DE COMPETICION DE LOS AcM ANTI-IgG,. Se llevaron a cabo
como se indica en Métodos 3.5.3. El porcentaje de inhibicién se calculé segin la férmula : [1-
(cpm inh/cpm max)} x 100, donde cpm inh. se corresponde con la radiactividad unida a la fase
solida en presencia del AcMinhibidor (A G4.1; 0 G4T.2; 0 G4T.9; @ G4T.11;,mG4T.12)
y cpm max, con la radiactividad en ausencia del AcM inhibidor (PBS-SAB).
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Figura 4.2. LOCALIZACION DE LOS EPITOPOS A Y B EN LA MOLE-
CULA DE IgG,. La autoradiografia de la figura muestra los fragmentos Fab y
Fc de la molécula de IgG, Bru incubados en 1° lugar con el AcM: (2) anti-
cadena ligeras; (2) SK-44; (3) G4.1; (4) G4T.2; (5) G4T.9; (6) G4T.11 y (7)
G4T.12 y posteriormente con el GAM marcado con I'%.,

del fragmento Fab. Como se puede observar en la Figura 4.2, los resultados
obtenidos indican que el epitopo A (definido por el AcM G4T.2) estd localizado en
la regién Fab pues reconoce el mismo fragmento que la mezcla de los anticuerpos
anti-cadenas ligeras. Por el contrario, el determinante B reconocido por el resto de
los AcM parece estar localizado en la regién Fc de la molécula debido a que su
patrén de reconocimiento es el mismo que el del anticuerpo comercial. Debido a
estos resultados, se decidié denominar al AcM G4T.2 anti-Fab y al resto, anti-Fc.
Aungque los resultados que se muestran en la figura fueron obtenidos con la diges-
tién de la paraproteina Bru, se obtuvieron resultados similares con el resto de la
proteinas de IgG, utilizadas en este trabajo.

Finalmente, es interesante comentar que el AcM G4T.2 a diferencia de
los anti-Fc, no parece unirse a la cadena H que queda después de la digestion con
papafna. Este tltimo dato se corresponde con el débil reconocimiento de la cadena
H por parte de este anticuerpo después de la separacién de la molécula de IgG, por
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SDS-PAGE en presencia de 2-mercaptoetanol y su posterior inmunodeteccidon (Figura
4.3). Este resultado podria indicar que el epitopo reconocido por el AcM G4T.2, o
bien estd definido por ambas cadenas (H y L), o bien estd localizado en la cadena H,
pero se trata de un epitopo conformacional que pierde su actividad funcional en las

condiciones del experimento.

- @ ©“ B <Hcad

- Lcad

Figura 4.3. RECONOCIMIENTO DE LA CADENA PESADA DE
LA MOLECULA DE IgG, La autoradiografia de 1a muestra dos cad.
pesada (H) y ligera (L) de 1a molécula IgG, Bru separadas mediante
SDS-PAGE en presencia de 2-mercaptoetanol incubados en 1° lugar
con los AcM: (1) G4.1; (2) G4T.2; (3) G4T.9; (4) G4T.11 y (5)
GA4T.12 y posteriormente con el GAM marcado con I'.
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4.2. ENSAYOS DE VALORACION DE IgG,
4.2.1. ELISA para la cuantificacion de IgG, total

El hecho de que los AcM anti-IgG, obtenidos en este trabajo definan dos
epitopos diferentes, nos ha permitido desarrollar un ensayo tipo “sandwich” para
valorar esta subclase, que se caracteriza porque el Ag posee dos puntos de enlace
con los anticuerpos. Inicialmente, se probaron diferentes combinaciones de AcM y
los mejores resuitados se obtuvieron inmobilizando el AcM anti-Fab (G4T.2) a la
fase sélida y empleando el AcM anti-Fc G4T.9 marcado radiactiva o enzimatica-
mente, siguiendo el procedimiento del esquema:

— 1
. r T T 4!
Saturacion Lavados
m————— -
: : Lavados Y
Adsorcion del AcM G4T.2 Incubacion Incubacién
{5 ug/mt, 100 ul, 1h, 37°C) suero humano AcM G4T.9*
(50 pl, 1h, ta.) {50 ul, 1h, 1.a.)

Figura 4.4. ENSAYO DE CUANTIFICACION DE IgG, TOTAL. El simbolo (*) indica
que este AcM G4T.9 se utilizé bien marcado con I'* o bien conjugado con Biotina o B
galactosidasa.

Las curvas de referencia obtenidas con el suero calibrado en su contenido
en IgG, como se indica en Métodos 3.11.1 y utilizando el anticuerpo G4T.9 marca-
do conI'*, B-galactosidasa y biotina fueron muy semejantes, con sensibilidades del
orden de 1 ng, y por razones de comodidad de marcaje, estabilidad del conjugado y
ademds, mayor sensibilidad, se puso a punto el ensayo de cuantificacién de IgG,
total utilizando el AcM G4T.9 conjugado con biotina.

Es importante a la hora de desarrollar un inmunoensayo determinar los
pardmetros que nos van a indicar la utilidad del sistema en cuanto a su calidad
analitica, como: especificidad, limite de deteccidon , precision intra ¢ interensayo,
recuperacion y rango de trabajo.

L.a sensibilidad (definida como el valor de 1a concentracién, en este caso
del suero calibrado, cuya densidad éptica media (DO) menos 3 desviaciones estin-
dar, DS, es igual a la DO mas 3DS del diluyente) se calculé después de ensayar 3
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veces el diluyente frente a la curva construida a partir de diluciones seriadas del
suero calibrado (Métodos 3.11.1) desde 1 ng/mil. Como se observa en el grafico de
la Figura 4.5, esta se encuentra por debajo de 1 ng/ml, aproximadamente en 0.5 ng/
ml. En cuanto al rango de trabajo que nos permite este ensayo cuantitativo con la
curva obtenida, estd comprendido entre 4 y 200 ng/ml.

DO

492 nm

2.6 1

1.5 -

0.6 1

0+ T T T T T T T T T
0.1 1 19 100 1000
ng/ml IgG,

Figura 4.5. CURVA ESTANDAR PARA LA VALORACION DE IgG, TOTAL.
Curva preparada a partir del suero calibrado de referencia con diluciones factor

1/2. Cada punto corresponde al valor medio de DO,,, _ de 3 determinaciones y

su correspondiente DS. La linea de puntos representa la DO+3DS para el
diluyente (0.06).

La precision, expresada como coeficiente de variacién (CV) tanto intra como
interensayo, y que da cuenta de la variabilidad en una misma medida como conse-
cuencia de los errores acumulados, se calculd utilizando 6 sueros humanos con un
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rango de concentraciones de IgG, entre 0.082 y 1.42 mg/ml. La variacién intraensa-
yo se¢ determind ensayando 6 sueros 8 veces en el mismo experimento y s¢ obtuvo
un CV medio de 4.15%. En cuanto a la evaluacion de la variacion interensayo, se
llevé a cabo midiendo el contenido de IgG, de las 6 muestras en 6 experimentos
diferentes obteniendo un CV medio de 6.08% (Tabla 4.4 ).

Suero Intraensayo Interensayo

mediaxDS n CV(%) mediatDS n CV(%)
IgG, mg/ml IgG, mg/ml

1 0.156 £ 0.005 8 3.2 0.154 £ 0.009 6 5.8

2 0339 £0.013 8 3.8 0.334 £ 0.020 6 6.0

3 0.636 £ 0.013 8 2.0 0.641 £ 0.024 6 3.9

4 0.760 £ 0.020 8 2.6 0.7551 0030 6 4.0

5 1.420 + 0.107 8 1.5 1420+ 0.140 6 6.9

6 0.086 £+ 0.005 8 5.8 0.087 £ 0.006 6 6.9

Tabla 4.4. PRECISION DEL ENSAYO DE IgG, TOTAL. n corresponde al nimero
de estimaciones y CV al coeficiente de variacién.

El parametro recuperacion, que es una valoracion de la linealidad del
ensayo, se evalud estudiando los siguientes factores:

-El efecto de la dilucion de la muestra, que es o que habitualmente se conoce
como linealidad.

-El efecto de la mezcla de muestras con diferente contenido en I1gG,, que se
suele denominar recuperacion propiamente dicha.

La linealidad se estudidé con los mismos sueros anteriores, ensayandoles
a 3 diluciones diferentes (factor 1/2) comprendidas en la zona itil de trabajo del
ensayo y el CV obtenido sobre los valores de concentracién corregidos por el factor
de dilucidn varié entre un 3 y un 7%. Para determinar la recuperacion del ensayo se
utilizaron 4 sueros diferentes ( numero 1, 2, 3 y 6 de la Tabla 4.4). El suero con yna
concentracion de IgG, de 86 pug/ml fue suplementado con los otros tres, de 156, 339
y 636 pg/ml respectivamente, y después de ensayar las mezclas se comprobé que el
92, 89y 95% de la IgG, afadida en cada caso fue recuperada.

Aunque los AcM son especificos de IgG, (Tabla 4.2), se confirmé la
especificidad del ensayo utilizando un panel de paraproteinas de isotipos G, G, y
G, (Tabla 4.2). El ensayo de éstas a una concentracién de 200 pg/ml, que es 1000
veces superior que el limite superior de la zona itil de trabajo del ensayo, no did
sefial significativa en ningiin caso. Asimismo, se comprobé que estas inmunoglobu-
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linas presentes en los sueros y que no presentan reactividad cruzada en nuestro
ensayo, no provocaban ningin tipo de perturbacién e interferencia en la valoracién
de IgG,. Para ello, se obtuvieron 4 curvas de calibracion diferentes utilizando como
diluyente PBS-SAB solo o suplementado con 100 pg/ml de IgG,, 1gG, e IgG,
(Figura 4.6). La presencia de estas tres subclases de IgG no alter6 significativamen-
te la curva estdndar de 1gG,, no encontriandose diferencias significativas entre la 4
curvas de ensayo obtenidas.

2.5

1.5

1

0‘ T T T T A AT S S R S it B | — =T Lt S S i

1 10 100 1000
ng/ml IgG4

Figura 4.6. EFECTQ DE LLAS OTRAS SUBCLASES DE IgG EN LA
CUANTIFICACION DE IgG, TOTAL. Las cuatro curvas de ELISA fueron obtenidas
usando suero calibrado diluido en PBS-SAB ( @ ) o diluido en el mismo tampén pero
suplementado con 100 pg/ml de 1gG Hu ( O ), 1gG, Iss (0 ) o IgG, Si (m).
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4.2.2. ELISA para la cuantificacion de IgG, especifica

El estudio del comportamiento de lo anticuerpos IgG, especificos requie-
re la disponibilidad de ensayos de gran sensibilidad y reproducibilida, que ademas
sean cuantitativos. Hasta ahora, la mayoria de los métodos descritos son sélo semi-
cuantitativos y muy pocos investigadores han abordado este problema. Es por ello
por lo que se ha puesto a punto un ELISA cuantitativo, cuyo esquema se muestra en
la Figura 4.7, para la valoracion de IgG, especifica.

Saturacion Lavados

L___Q__ L_SJZ_J 1__4&

Adsorcion del Ag Incubaci6n suero Incubacion AcM 0415
(alergenos) {50 ut, th, L.a.) {(50pl, 1h, ta.)
[ - Tl - — - -

I

Adiccidn sustralo Incubacidn —Adicci(’m solucién
30 min, 37°C parada {100 ul)

Figura 4.7. ENSAYO PARA LA CUANTIFICACION DE IgG,ESPECIFICA. El AcM
(G4T.9 se utilizo en este ensayo conjugado con B—galactosidasa (Métodos 3.11.2).

Como se puede ver en el esquema, el Ag, en este caso los diferentes
extractos alergénicos, se adsorbieron al plastico y el AcM anti-IgG, seleccionado
como anticuerpo trazador fue el de mayor afinidad, el G4T.9. Para que ademds el
método fuera cuantitativo, se determiné el contenido en IgG, especifica frente a una
graminea de un suero que posteriormente, se empled como referencia en el ensayo.
La calibracion de este suero, asi como las caracteristicas del ensayo se describen a
continuacion.
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4.2.2.1. Preparacion de la curva de referencia

La construccion de la curva estandar del ensayo se hizo determinando en
primer lugar, la cantidad de IgG, especifica de Phleum pratense de un suero tomado
como referencia. Esta cantidad se calculé como la diferencia en la concentracién de
IgG, total antes y después de la eliminacién de los Ac IgG, especificos a este
extracto. Esta eliminacion se consiguié mediante un proceso de absorcién de los Ac
IgG, especificos a un exceso del extracto de Phleum unido a una fase sélida (15 pg
de extracto por nl de suero), como se indica en Métodos 3.11.2. Para que con este
procedimiento la eliminacion de la I1gG, especifica fuera efectiva era necesario dis-
poner de un suero con una concentracién de IgG, total baja y con un nivel de IgG,
especifica que representara una fraccién importante del contenido total de esta
subclase. De esta forma, las variaciones en los niveles de 1gG, especifica se refleja-
rian en variaciones en los de IgG, total antes y después de la adsorcion, pudiéndose
cuantificar con precision. La localizacion de un suero de estas caracteristicas entra-
fia gran dificultad, debido a la que en la mayoria de los casos la contribucidn de la
IgG, especifica al contenido total de esta subclase es muy baja (Layton y Stanworth,
1984).

Por esta razon, se analizaron 300 sueros de pacientes alérgicos al polen
de gramineas sometidos a un tratamiento de inmunoterapia frente a Phleum praten-
se y se eligié como suero de referencia, uno con una concentracién de IgG, total de
04.4 ng/ml y altos niveles de especifica. Como consecuencia del proceso de absor-
cién, se produjo una eliminacién completa de los Ac IgG, especificos que, a su vez,
se reflejo en una reduccidn reproducible de la concentracion de IgG, total hasta
69.6 pg/ml (Tabla 4.5). Representando, por tanto, la diferencia entre la concentra-
cion antes y después de la absorcion (24.8 pg/ml) el valor de la concentracion de los
Ac 1gG, especificos en este suero de referencia. Como control de la especificidad
del método, se llevo a cabo un experimento similar con un suero de bajo contenido

IgG, total IgG, total IgG, especifica
antes de la absorcion después de la absorcion *
100.0 73.9 26.1
99.0 74.7 24.1
90.0 64.1 25.9
88.6 65.7 22.9
X+DS=94.4459 X+DS=69.615.5 X+DS=24 8+1.5

Tabla 4.5. CALIBRACION DEL CONTENIDO DE IgG, ESPECIFICA DEL SUERO DE
REFERENCIA. Los valores representan pg/ml de 1gG,. Los resultados de 1gG, especifica (¥)
se calcularon como diferencia del contenido de IgG, total antes y después de la absorcion de
la [gG, especifica.
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en 1gG, total y sin IgG, especifica frente al extracto de Phleum. Como resultado, no
se obtuvieron diferencias significativas entre los niveles de IgG, total antes (38.8 +
3.9 ug/ml) y después (36.0 + 2.5 pg/ml) de la absorcion.

Para poder disponer de grandes cantidades de suero estandar para suce-
sivos analisis, se preparé una mezcla de sueros con altos niveles de 1gG, especifica
a Phleum pratense y se calibré frente al suero de referencia original. Con este fin, se
ensayé tanto el suero de referencia original, como la mezcla de sueros de forma
paralela y a distintas diluciones y la concentracion de IgG, especifica de la mezcla
se calcul6 interpolando de aquellas diluciones que dieron valores de absorbancia
que estaban dentro de la zona de respuesta lineal del ensayo. Después de realizar el
experimento 4 veces se calculd una concentracién de 12.7 £ 1.3 pg/ml de 1gG, anti-
Phleum pratense y con este estdndar se contruyé una curva patrén. La Figura 4.8
muestra la curva de ensayo obtenida con la preparacion estiandar indicada, cuyas
caracteristicas se describen a continuacién.

2.9

o O e

0.5

0" T T1TrTrmr T T TTTTHI I T TTTT T T TTTTM

1 10 100 1000 10000
IgG, especifica (ng/ml)
Figura 4.8. CURVA DE CALIBRACION DE IgG, ESPECIFICA. Curva preparada a partir
de una mezcla de sueros anti- Phleum pratense (diluciones, factor 1/2). Cada punto correspon-

deal valormediode DO, _de 3determinaciones y su correspondiente DS. La linea de puntos
representa la absorbancia de 1 suero negativo mds 3DS (0.036).
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4.2.2.2. Propiedades del ensayo

L.a construccién de la curva patrdén a partir de la mezcla estiandar se hizo
ajustando la concentracion de IgG, especifica de esta mezcla a 10 pg/ml y ensayan-
dola con diluciones seriadas (1:2) hasta 1.2 ng/ml. Como resultado, se obtuvo la
curva que se muestra en la figura 4.8, La sensibilidad, que se defini6 en los mismos
términos que para el ensayo de IgG, total, se determiné ensayando 12 veces un
suero negativo sin IgG, especifica a Phleum pratense. La sensibilidad obtenida fue
de 5 ng/ml. Sobre la misma grafica también se puede observar que la respuesta
alcanza la saturacién aproximadamente a una concentracion de 1.2 pg/ml, y que €l
rango efectivo de trabajo es de mas de 2 ordenes de magnitud.

La precision intra e interensayo se calculd con 5 sueros con diferente
contenido en IgG, especifica a Phleum pratense, 17.2, 10.6, 4.8, 2.6 y 1.4 pg/ml
respectivamente, ensaydndolos por cuadruplicado en 6 experimentos diferentes.
Como se ve en la Tabla 4.6, obtuvimos un CV medio intracnsayo de 8.0% y un CV
medio interensayo de 10.1%.

Suero IgG, especifica CV(%) CV(%)
(ug/ml) intraensayo interensayo
1 17.2 10.7 14.4
2 10.6 8.2 10.0
3 4.8 6.5 6.8
4 2.6 6.9 8.3
5 1.4 7.6 11.1
X=8.0 X=10.1

Figura 4.6. PRECISION DEL ENSAYO DE IgG, ESPECIFICA.

La recuperacion del ensayo se investigé con 3 sueros A, B y C con
diferente concentracion de IgG, especifica a Phleum pratense y un suero negativo,
El experimento se realizo mezclando en diferentes proporciones el suero negativo
con cada suero positivo y ensayando las mezclas por triplicado, comparando los
valores de concentracion de las mezclas esperados y obtenidos. Como resultado,
como se ve en la Tabla 4.7, la recuperacion obtenida fue del 105%, 99.5% y 108.7%
respectivamente.

Para asegurar la especificidad del ensayo, se realizaron dos experimentos
diferentes empleando en ambos casos como fuente de IgG, inespecifica una mezcla
de paraproteinas de 1gG, : We, Bru y Fo. En primer lugar, se determiné el contenido
de IgG, especifica a Phleum pratense en la mezcla y no se obtuvieron valores por
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Sueros Valor Valor Recuperacion
esperado® observado (%)
% Suero A % Suero(-)
80 20 8.6 8.2 95
60 40 6.4 6.5 102
40 60 4.3 4.5 109
20 80 2.1 2.4 114

% Suero B % Suero (-)

80 20 39 3.9 100
60 40 2.9 2.1 93
40 60 1.9 2.0 105
20 80 1.0 1.0 100

% Suero C % Suero (-)

80 20 4.3 42 98
60 40 3.2 3.5 109
40 60 2.1 2.5 119
20 80 1.1 1.2 109

Tabla 4.7. RECUPERACION DEL ENSAYO DE IgG, ESPECIFICA. Los valores de
IgG, especifica se expresan en todos los casos en pg/ml.

encima del fondo, utilizando concentraciones de IgG, total de hasta 500 pg/ml (esta
concentracién representaria para un suero diluido 1:25 una concentracién de IgG,
total de 12.5 mg/ml, valor muy excepcionalmete encontrado (Magnusson y col.,
1986). Por otro lado, se estudio el posible efecto de interferencia de altos niveles de
IgG, inespecifica en la cuantificacién de IgG, especifica. Para ello, se suplementa-
ron 4 sueros con diferente contenido en IgG, especifica (9.0, 4.5, 1.8 y 0.9 pg/ml)
con 100 pg/ml de la mezcla de paraproteinas de IgG, indicada y se ensayaron en
paralelo con los mismos sueros no suplementados. Como se observa en la Tabla
4.8, si se comparan los valores esperados y obtenidos no existe ninguna diferencia
significativa entre ellos, por lo que se concluyd que niveles altos de IgG, no especi-
fica no interfieren en el ensayo.

Como control adicional del ensayo, se decidié comparar el ELISA
desarrollado con otro método previamente publicado (IgG, FAST). Este método se
caracteriza por ser un ELISA fluorescente que valora el contenido de IgG, en pg/ml
utilizando una curva estandar de IgG, especifica de veneno de abeja purificada por
cromatografia de afinidad y su limite de sensibilidad es de 2 pg/ml. El estudio se
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llevé a cabo con unos sueros de pacientes alérgicos a veneno de abeja. Como resul-
tado, con el ensayo puesto a punto en este trabajo se detectaron mayor niimero de
sueros positivos, puesto que la sensibilidad es mayor (5 ng/ml} y se obtuvo una co-
rrelacion excelente entre ambos métodos en la valoracion de aquellos sueros con
IgG, especifica superior a 2 pg/ml (r= 0.9763, pendiente = 0.8531).

Valor Valor R®
esperado” observado®
9.0 10.0 278
4.5 4.5 556
1.8 1.7 1389
0.9 0.8 2780

Tabla 4.8. INTERFERENCIA DE LA IgG, NO ESPECIFICA
EN EL ENSAYO DE IgG, ESPECIFICA. Los niveles de IgG,
especifica se midieron antes (1) y después (2) de la adiccion de
IgG, inespecifica. Los valores se expresan en pg/ml. R® indica la
relacion entre el contenido de IgG, inespecifica/especifica de
suero suplementado.
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4.3. VALORACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA IgG,
EN ALERGIA

El desarrollo de los ensayos de IgG, total y especifica nos ha permitido
disponer de la tecnologia necesaria para cuantificar con precision,especificidad y
sensibilidad los niveles de IgG, en diferentes patologias alérgicas. El conocimiento
de estos niveles y muy especialmente las variaciones que experimentan puede ser
de gran utilidad desde el punto de vista clinico para ayudar a comprender el papel
de la TgG, en la Alergia. Es por ello, por lo que utilizando los ensayos puestos a
punto se ha determinado la concentracién de IgG, total y especifica de determina-
dos alergenos en pacientes con diferentes patologias alérgicas, asi como en el trans-
curso de tratamientos de inmunoterapia.

4.3.1. Determinacion de los niveles de IgG, total

Para estudiar las variaciones producidas en el comportamiento sérico de
la 1gG, como consecuencia de las enfermedades alérgicas, se valor6 el nivel de IgG,
total en un grupo de pacientes alérgicos a gramineas con diferente sintomatologia
clinica, asma y/o rinitis, antes y después de un tratamiento de hiposensibilizacion
especifico con extracto de Phleum pratense. Asimismo, como control y para esta-
blecer los valores de referencia en individuos sanos, se determiné la concentracién
de esta subclase en un grupo de donantes no atopicos. Los resultados se muestran en
la Tabla 4.9

n Rango (mg/ml) X+DS (mg/ml)

Donantes no atopicos 30 0.03-2.3 0.46110.481
Atopicos antes de IT 36 0.05-2.6 0.530+0.560
Atopicos después de IT 36 0.05-5 0.69710.908

Tabla 4.9. NIVELES DE IgG, TOTAL EN ATOPICOS Y NO ATOPICOS.
(n) representa el nimero de individuos estudiados en cada grupo y X la media
de los valores obtenidos.

Como se puede observar, el valor medio obtenido para el grupo de
individuos no atopicos fue de 0.461 mg/ml, con un rango de concentraciones muy
amplio, entre 0.03 y 2.3 mg/ml, que solapaba con el obtenido para el grupo de
pacientes atopicos. En este dltimo grupo, el valor medio obtenido fue ligeramente,
aunque no significativamente superior (0.530 mg/ml). Finalmente, después del
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tratamiento de IT, este mismo grupo de individuos experimenté un incremento en la
concentracién de IgG, total, alcanzando el valor medio de 0.697 mg/mi con un
rango de variacion ain mas amplio que en los casos anteriores (0.05-5 mg/ml). En
este caso, el aumento medio de IgG, total detectado después del tratamiento fue es-
tadisticamente significativo (p=0.036), de hecho, si s¢ analiza cada paciente indivi-
dualmente se comprueba que el 68% de los individuos experiment6 en ¢l transcurso
de la IT un aumento en la concentracién de IgG, total significativo.

Por otro lado, se ha descrito que uno de los aspectos que podria afectar a
la concentracion de IgG, es el sexo de los individuos. Para investigarlo, se llevé a
cabo un estudio sobre la influencia de esta variable sobre el nivel de IgG, total en ¢l
grupo de individuos alérgicos (con y sin tratamiento) anteriormente mencionados y
los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.10.

IgG, total IgG, total
antes IT después IT

X+DS (mg/ml) Rango (mg/ml) X+DS (mg/ml) Rango (mg/ml)

Mujeres 0.422+0.395 0.05-1.5 0.465+0.312 0.05-2.6

Hombres  0.68010.722 0.05-1.2 0.930+1.20 0.06-4.5

Tabla 4.10. INFLUENCIA DEL SEXO SOBRE LA CONCENTRACION DE IgG,
TOTAL.

El andlisis estadistico de ambas poblaciones indicé que aunque la media
de la concentracién en hombres sea mds alta las diferencias existentes entre ambos
grupos antes y después de la IT no fueron estadisticamente significativas. Esto
sugiere que no existe una influencia significativa del sexo sobre la concentracion de
IgG, total, en contra de la mayoria de los datos hasta ahora pubiicados (Magnusson
y col., 1986).

Todos estos resultados tomados en conjunto parecen confirmar la dificul-
tad que puede existir a la hora de establecer diferencias entre grupos con distintas
caracteristicas y distintas patologias, debido a la gran variabilidad de valores obser-
vados.

4.3.2. Determinacion de los niveles de IgG, especifica

Para comparar el comportamiento de los niveles de IgG, especifica con
los de IgG, total, se hizo un estudio paralelo al anterior en el que se analizé la
presencia de anticuerpos IgG, especificos frente a dos extractos alergénicos (Phleum
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pratense y epitelio de gato) en el grupo de individuos no atdpicos anteriormente
mencionado y en dos grupos de pacientes alérgicos sometidos a IT. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 4.11.

n n con IgG, X IgG, rango
especifica (pg/ml) (pg/ml)

lDonantes no atopicos 31 2 <0.05
Atdpicos antes IT 53 26 0.068 <0.05-0.260
Ai6picos después IT 53 53 64.6 2.4-260
2
Donantes no atépicos 31 3 0.1 0.05-0.2
Atépicos antes [T 24 16 1.29 <0.05-10
Atépicos después IT 14 14 12.8 1.3-42

Tabla 4.11. NIVELES DE IgG, ESPECIFICA EN ATOPICOS Y NO ATOPICOS. (n)
representa el nimero de individuos en los que se determind la concentracién de TgG,
especifica a (1) Phleum pratense y (2) epitelio de gato. X representa la media de las
concentraciones de IgG,.

Como se puede observar en la tabla, en el grupo control de donantes no
atépicos, sélo 2 individuos tenian lgG, especifica detectable frente a Phleum,
aungue con valores inferiores a (.05 pg/ml. Por el contrario, el 50% de los indivi-
duos alérgicos a esa graminea tenian IgG, detectable, aunque los valores obtenidos
en todos los casos fueron menores de 1 pg/ml. Considerando ahora el comporta-
miento frente al otro extracto alergénico, epitelio de gato, mientras que en el grupo
control s6lo se detectaron 3 individuos con IgG, especifica (0.1 pg/ml), el 67% de
los pacientes alérgicos a epitelio de gato poseian 1gG, especifica con niveles de
hasta 10 pg/ml. La existencia de valores tan elevados en este grupo probablemente
indique una mayor exposicién al alergeno que en el caso del polen de gramineas.
Finalmente, ambos grupos experimentaron un cambio dramdtico y significativo en
sus niveles de anticuerpos especificos como consecuencia de los tratamientos de hi-
posensibilizacion. 1L.a comparacién entre las variaciones que se producen en los
niveles totales y especificos de esta subclase durante la IT se estudiard con detalle
mads adelante (Resultados 4.2.3),
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Por otro lado y siguiendo con el estudio de los niveles de IgG, especifica
y dejando aparte los tratamientos de IT, hay un campo dentro de la Alergia, que es
la alergia a alimentos, donde la valoracion de IgG, especifica podria tener una gran
relevancia debido a que en numerosos casos, no se detecta IgE especifica. Es por
ello por lo que se determiné la concentracién de IgG, especifica a proteinas de la
leche en un grupo de 24 nifios con diferente sintomatologia y niveles de IgE,
llevando como control un grupo de nifios no atopicos. Los valores medios obtenidos
fueron:
- Atopicos = 15.4+24.7 ng/ml
- No atépicos = 1.08 + 2.5 pg/ml

A diferencia de lo que ocurria con los aeroalergenos, los niveles de I1gG,
especifica frente alimentos (en este caso leche) en paciente alérgicos son mucho
mas elevados, si bien también es mis comin que los individuos normales los
posean aunque su presencia sea significativamente mds baja. En cualquier caso, si
comparamos estos resultados con los anteriores, podemos observar que, al menos
cuantitativamente, la presencia de Ac IgG, especificos de alimentos parece ser muy
importante y aunque no s¢ ha llevado a cabo un estudio detallado de su relevancia
clinica, hay que mencionar como dato importante que de los 24 nifios con Ac IgG,
especificos de leche y sintomatologia alérgica, 12 carecian de niveles detectables de
IgE.

4.3.3. Comportamiento de la IgG, en Inmunoterapia

Uno de los posibles papeles atribuidos a la IgG, es el de anticuerpo
protector durante exposiciones antigénicas prolongadas, como es el caso de los tra-
tamientos de hiposensibilizacion. Debido a la importancia clinica de este tipo de
tratamientos, en el presente trabajo se ha dedicado un apartado especial para su es-
tudio.

Los resultados expuestos anteriormente indican que, tanto los niveles de
IgG, total como los de IgG, especifica aumentan significativamente durante la IT.
Para completar con detalle estos datos, se analizd la variacién experimentada por
los niveles de IgG, total y especifica con el tiempo y su posible correlacion durante
un tratamiento de hiposensibilizacién. Para ello, se cuantifico el contenido de IgG,
total y especifico a lo largo de un tratamiento de IT de 2 afios y medio en un grupo
de 56 pacientes alérgicos a Phleum pratense (el tratamiento fue realizado por el Dr.
Fernandez de Corrés, Hospital Santiago Apostol, Vitoria). 1.a Figura 4.9 muestra la
evolucion en los niveles medios de IgG, especifica a lo largo del tratamiento,
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Tabla4.9. CAMBIOS EN LOSNIVELES DEIgG,ESPECIFICADURANTE
LA IT. En el grifico se representa la XtDS de IgG, especifica a Phleum
pratense en pg/ml en escala logaritmica en diferentes intervalos de tiempo del
tratamiento.

Al comienzo de la terapia, se produjo una respuesta inmediata de IgG,
especifica, manifestindose en un aumento muy acusado en sus niveles coincidiendo
con el momento en que se alcanzé la dosis de mantenimiento del tratamiento. Sin
embargo, hasta el primer afio, la IgG, especifica no llegé a alcanzar concentraciones
elevadas. Pasado este periodo, se produjo un segundo incremento, detectandose an-
ticuerpos especificos de IgG, en concentraciones superiores en algunos casos a 200
pg/ml, concentraciones que se mantuvieron elevadas incluso después de finalizar la
IT.

Por el contrario, debido a la gran variabilidad en el comportamiento
sérico de los niveles de IgG, total, no se pudo establecer un patrén comin de
respuesta durante la hiposensibilizacién. En la Figura 4.10 se representa la varia-
ci6n en los niveles de IgG, total y especifica en 4 pacientes individuales representa-
tivos del comportamiento de ambas respuestas de 1gG,. Como ya se ha indicado, la
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Figura 4.10. CAMBIOS EN LOS NIVELES DE IgG, TOTAL Y ESPECIFICA DURANTE
LA IT. En cada grafico se representan las concentraciones de I1gG, especifica a Phleum
pratense en el eje derecho en pg/ml y a escala logaritmica ( m ) y los de IgG, total en el

izquierdo en mg/ml ( @ ) de cada paciente.
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respuesta de IgG, especifica sigui6 un perfil comiin en todos los pacientes diferen-
cidndose sdlo a nivel cuantitativo. Sin embargo, los cambios producidos en la
respuesta de IgG, total fueron muy variables: algunos pacientes experimentaron un
incremento de la concentracién de IgG, total (grifico a), en algiin caso se produjo
una disminucién en el contenido total de esta subclase (grafico b) y finalmente,
algunos pacientes no experimentaron variaciones significativas (graficos ¢ y d).
Tras este andlisis, no se pudo concluir que ambas respuestas fueran paralelas a lo
largo del tratamiento. Sin embargo, fue posible establecer una correlacion significa-
tiva (Coeficiente de correlaciéon de Pearson, r = 0.47415, p<0.01) entre la presencia
de anticuerpos especificos de IgG, después del primer afio o al final del tratamiento
y ¢l contenido inicial de IgG, total. Esto quiere decir que el grupo de pacientes que
respondicron a la IT con altas concentraciones de IgG, especifica se caracterizaron
por tener, antes de iniciar el tratamiento, unos niveles de 1gG, total elevados.

Ademads de valorar €l comportamiento sérico de la IgG, especifica frente
al extracto alergénico completo durante los tratamientos de hiposensibilizacion, se
analizé su papel como anticuerpo bloqueante, determinando el patrén de reconoci-
miento antigénico frente a los diferentes componentes de los extractos alergénicos
utilizados en IT. Este aspecto ¢s importante porque este tipo de extractos se caracte-
rizan por ser, en la mayoria de los casos, mezclas complejas de proteinas de las que
solo algunas tienen actividad alergénica y se ha sugerido (Van Der Zee y col., 1988)
que los anticuerpos IgG, se producen, al igual que los IgG , frente a la mayor parte
de los componentes, independientemente de que sean o no alergénicos. Si esto es
asi, disminuiria la capacidad de neutralizacion de la IgG,, ya que para que un
anticuerpo blogueante sea eficaz debe estar dirigido contra los mismos determinan-
tes, o al menos contra determinantes de la misma molécula, que los anticuerpos IgE.
Para llevar a cabo este andlisis, se eligié una IT con epitelio de gato cuyo extracto
estd bien caracterizado bioquimicamente (Duffort y col., 1988). El estudio se
realizé en un grupo de pacientes alérgicos a gato cuyo tratamiento fue Hevado a
cabo por el Dr. Cuesta, Hospital Ramén y Cajal (Cuesta, 1989), determindndose
antes, durante y al final de la IT, la respuesta de IgE, IgG, e IgG, frente a dos
componentes del extracto, albtimina de gato y Fel d 1. La albimina de gato es un
componente mayoritario del extracto (40%), que se caracteriza por ser una proteina
de alto peso molecular y de baja alergeneicidad, ya que hasta ahora estaba descrito
que muy pocos pacientes desarrollaban IgE especifica frente a este componente. Por
el contrario, el otro componente analizado, Fel d 1 e¢s minoritario en el extracto
(1%). Sin embargo, es el principal alergeno ya que mas del 80% de los individuos
alérgicos a gato poseen IgE especifica frente a este componente (Duffort y col.,
1991). Los resultados de este experimento aparecen en la Tabla 4.12,
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IgG, ESPECIFICA
PACIENTE Albimina de gato Feldl
TO T1 T2 TO T1 T2
1 1 1 3 1 15 14
2 0.5 0.5 3 0 1.1 2.4
3 2.8 41.5 6.7 0.8 2.1 4.4
4 0 0.3 1 0.9 6.4 14
5 0 0.4 2 1.2 22 28
6 0.1 11 8 0.2 17 35
7 0.4 16 9 0.2 12 8
8 0.5 1 1 0.5 1 1
9 0 0.5 1 0 3 5
10 0 0 0.5 0 10 16
11 0 0 0.9 0.5 5 2
12 0 0.2 0.2 0 4 5
13 0 0.5 - 0.2 11 -
14 0.2 - 1 0.2 - 2
IgE ESPECIFICA
PACIENTE Albiimina de gato Feldl
T0 T1 T2 TO T1 T2
1 0.3 0.4 0.3 1.3 1.7 0.9
2 0.2 0.2 0.2 0.9 39 2.1
3 >50 >50 >50 >50 >50 >50
4 0.2 0.3 0.4 7.1 8.7 5
5 0.2 0.3 0.8 20 2.8 2.1
6 >50 >50  >50 >50 >50 >50
7 9.9 1.8 2 2.4 5 2.5
8 22 5 5 14 20 14
9 0.2 0.3 0.6 56 20 10
10 0.2 0.3 0.2 11 6.8 4
11 0.2 0.3 0.2 0.4 0.9 0.3
12 0.2 0.3 0.3 14 8.5 8.3
13 0.2 0.2 - 5 21 -
14 1 - 0.5 >50 - >50
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IgG, ESPECIFICA
PACIENTE Albiimina de gato Feldl

T0 T1 T2 TO T1 T2

I 3 8 10 2 20 4
2 6 11 10 2 17 7
3 15 23 16 3 15 5
4 i 2 2 2 4 3
5 2 20 15 4 25 3
6 7 28 13 4 24 4
7 11 27 24 4 9 3
8 9 21 13 7 15 14
9 2 18 29 2 23 3
10 2 5 7 1 16 5
11 3 2 4 1 7 2
12 2 5 8 1 16 3
13 1 6 - 2 13 -
14 2 - 5 2 - 5

Tabla 4.12. NIVELES DE IgG,, IgG, E IgE ESPECIFICAS DURANTE LA IT
(EPITELIODE GATO). Enla tabla se representan los valores de 1gG, especificaen pg/
mi (Métodos 3.11.2) y de IgG, e IgE especificas en unidades relativas (Métodos 3.12)
durante una I'T con epitelio de gato. TO, T1 y T2 indican el tiempo antes de iniciar el
tratamiento, durante y al final del tratamiento respectivamente. (-) indica falta de
muestra.Los valores expresados en negrita indican los pacientes con IgE ¢ IgG,
especifica de albumina de gato muy elevada.

Aunque la comparacién de los datos sélo sea cualitativa, puesto que los
valores de cada inmunoglobulina estin expresados en diferentes tipos de unidades
(Métodos 3.11 y 3.12), se pueden extraer algunos datos de interés. Asi, aunque en
la mayoria de los pacientes los anticuerpos IgE especificos que poseian estaban diri-
gidos frente al alergeno mayoritario, Fel d 1, un 28% de ellos (que en la tabla se
corresponden con los marcados en negrita) presenté también niveles comparables
de 1gE especifica de albumina. Estos datos parecen contradecir en parte los anterior-
mente mencionados, asi como otros previamente publicados (Van Metre y col.,
1988) en los que el nimero de pacientes alérgicos con IgE especifica a albimina de
gato, no superaba el 10%. Esto indicaria que este componente parece tener mas
importancia como alergeno de lo que hasta ahora se habia considerado. Por otro
lado, si comparamos la respuesta de IgG, frente a los dos componentes, se puede
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observar que antes de iniciar el tratamiento, en la mayoria de los pacientes se detec-
taron anticuerpos IgG, especificos fundamentalmente frente albimina que se incre-
mentaron y permanecieron elevados al final del tratamiento. Sin embargo, los nive-
les de IgG, especifca frente a Fel d I después de experimentar un aumento, disminu-
yeron al final del tratamiento hasta los valores iniciales.

Por el contrario, en muy pocos pacientes se detectaron valores significa-
tivos de IgG, especifica frente ambos componentes del extracto antes de la IT y el
desarrollo de la respuesta especifica de 1gG, frente a albimina practicamente fue
indetectable, a excepcion del grupo de pacientes caracterizado precisamente, por su
alto contenido en IgE especifica de este componente. La evolucion de los niveles de
IgG, especificos de Fel d I sin embargo, se caracterizo por un aumento significativo
durante el tratamiento. Estos resultados indican que la respuesta de 1gG, es selectiva
y esta dirigida frente a los mismos componentes alergénicos del extracto que la IgE,
existiendo por tanto, una clara diferencia en el comportamiento de ambas subclases
de IgG durante los tratamientos de hiposensiblizacion.
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4.4. ESTUDIOS DE LIBERACION DE MEDIADORES INDUCIDA
POR IgG,

Para abordar el tema sobre el papel de la IgGG, como anticuerpo anafilac-
tico, se ha investigado su capacidad para mediar el proceso de liberacién de hista-
mina (LH) de baséfilos humanos tanto en individuos atépicos como en no atépicos,
comparindola ademads con la liberacién mediada por la IgE. Para estos estudios se
utilizaron, como agentes desencadenantes del proceso, el AcM anti-IgE 3H5 previa-
mente obtenido en nuestro laboratorio (Moscoso del Prado y col., 1991) y los AcM
anti-IgG,. También se determing la posible participacion de la IgG, en la liberacion
de mediadores celulares no preformados y finalmente, se investigd su presencia en
la membrana celular del baséfilo mediante estudios de inmunofiuorescencia.

4.4.1. Induccion de liberacion de histamina por los anticuerpos monoclonales
anti-IgG,

Se estudi6 la LH producida en un grupo de 27 donantes (12 atépicos y 15
no atépicos) como consecuencia de la estimulacion con los AcM mencionados.
Para ello, se llevé a cabo un experimento en el que determinamos la cantidad de
histamina liberada, determinada por RIA (Métodos 3.13.1), después de incubar una
muestra de sangre de cada individuo con los anticuerpos anti-IgG, a las concentra-
ciones de 1, 0.1 y 0.01 mg/ml y con el anticuerpo anti-IgE a 10 pg/ml (concentra-
cion elegida como Optima en experimentos previos). Los resultados, que se mues-
tran en la Tabla 4.13, representan los porcentajes liberados sobre el total de histami-
na de cada muestra, variando la liberacidn espontanea entre un 0.1 y un 2.5% del
total. Como porcentajes de LH significativos, se consideran aquellos con valores
superiores al 5%, que representa el doble del valor de liberacion espontanea maxi-
mo obtenido. En la tabla se muestran unicamente los resultados obtenidos con el
AcM anti-IgG,Fc G4T.9, pero se obtuvieron resultados equivalentes con los otros
AcM anti-Fc, asi como con el AcM comercial SK-44 también especifico de Fc.

Aunque la magnitud y la respuesta dptima varian segun los individuos,
los resultados muestran inequivocamente que el AcM anti-Fab (G4T.2) fue capaz de
provocar LH en el 59%, 93% y 85% de los donantes a las concentraciones de 0.01,
0.1 y 1 mg/ml respectivamente. Sin embargo, no se pudo detectar liberacion signifi-
cativa en ninguno de los 27 individuos después de la incubacién con el AcM anti-Fc
(G4T.9) en las mismas condiciones (Tabla 4.13) o después de la incubacién con
AcM anti-IgG , anti-1gG,, anti-IgG,, anti-IgM o anti-IgA (resultados no mostrados).
Por otro lado, el AcM anti-IgE indujo LH sélo en una parte de la poblacién, concre-
tamente en el 63% de los donantes.
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DONANTES  ANTI-IgG,(Fab)  ANTIL-IgG,(Fc)  ANTI-IgE

No atdpicos 1l 01 001 1 0.1 0.01 0.01
M 60 60 35 5 3 2 29
ML 50 38 19 | 1 1 21
FP 68 52 7 3 1 1 2
™ 48 48 6 2 1 | 6
PV 15 12 2 2 1 1 1
RG 40 18 3 3 1 1 2
LJ 33 33 5 2 1 1 2
IC 30 22 3 2 1 1 3
CC 3 3 2 2 I\ 1 2
LD 40 50 8 3 2 2 4
AC 45 40 8 5 3 3 6
RS 40 40 20 3 1 1 11
MV 5 10 3 1 1 1 2
MM 70 70 10 3 2 2 13
Cv 60 63 25 4 2 1 15

Atopicos
CA 5 5 2 5 2 2 7
JR 10 10 6 3 1 1 5
PC 4 12 2 2 2 1 6
RA 70 65 40 3 3 2 26
CB 37 45 10 2 1 I 7
DB 40 41 7 1 2 1 11
JL 28 30 4 2 i 1 9
M 29 28 5 3 2 2 11
CG 38 40 8 3 1 1 9
MG 80 60 20 3 2 2 15
Al 10 25 7 2 1 1 3
CC 60 64 4 | 1 1 28

Tabla 4.13. LIBERACION DE HISTAMINA INDUCIDA POR DIFERENTES AcM.
Los valores de LH que se muestran representan el porcentaje liberado sobre el total de
histamina de cada muestra. L.a LH espontdnea varié en los diferentes individuos entre (0. 1
y 2.5%. Las concentraciones de los anticuerpos se expresan en mg/ml.

4.4.2. Comparacién de las respuestas de LH mediadas por IgG, e IgE

Los resultados de la Tabla 4.13 parecen indicar que la respuesta inducida
por IgG, es mds eficiente en términos de histamina liberada puesto que, a diferencia
del AcM anti-1gE que s6lo provocd liberaciones de hasta un 28%, los porcentajes de
liberacién de histamina inducidos por el AcM anti-Fab en algunos casos fueron cer-
canos al 100%. También parece mds eficiente en el porcentaje de liberadores (93%
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frente a 63%). En relacion con este dato, los resultados también indican que la
habilidad del anti-IgG, Fab para desencadenar el proceso de LH es independiente del
estado clinico de los individuos, ya que el nimero de liberadores en el grupo de
atopicos fue similar al de no atdpicos , 92% frente a 93% respectivamente. Por el
contrario, hay una diferencia muy importante, aunque no estadisticamente significa-
tiva (prueba exacta de Fisher, p=0.11), en el comportamiento de los dos grupos
frente al estimulo del anti-IgE. Asi, mientras que el 83% de los atdpicos liberaron
histamina tras la induccién con el anti-IgE, s6lo el 47% de los no atdpicos lo
hicieron. Sin embargo, la IgG, parece menos eficiente en relacién con la concentra-
cion de anticuerpo necesaria para causar una LLH significativa, como se observa en
los datos de la Tabla 4.13 | lo que estaria de acuerdo con los datos publicados sobre
LH inducida por anticuerpos anti-IgG (Ishizaka y col., 1972). Para comparar la
eficiencia de ambos anticuerpos, anti-IgG,Fab y anti-IgE, se eligieron tres indivi-
duos con diferentes sensibilidades frente a ambos estimulos. La sangre de estos
donantes se incubo con 6 concentraciones diferentes (desde 100 hasta 0.0001 pg/
ml) de los dos AcM. Los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla 4.14,
indican que en todos los casos, fueron necesarias concentraciones mayores del anti-
IgG, Fab para inducir liberaciones significativas. Adn considerando las diferentes
afinidades de ambos anticuerpos (Kaf del anti-Fab= 2.1 x 10® M, Kaf del anti-
IgE= 2.8 x 10°M"), parece claro la necesidad de emplear el anticuerpo anti-IgG, a
una concentracion entre uno y dos ordenes de magnitud superior a la del anti-IgE.

MUESTRAS | ANTI-IgG (Fab) [pg/mi] ANTI-IgE [pg/mi]
100 10 1 0.1 0010001)10 1 0.1 0.010.001 0.0001
JM 52 18 2 1 1 1 20 20 14 14 6 12
RG 20 2 1 1 1 I 18 22 10 2 2 7
PY 11 3 1 2 1 2 3 1 1 2 2 2

Tabla 4.14. SENSIBILIDAD A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LOS AcM
ANTI-IgG, (Fab) Y ANTI-IgE. Las células de 3 individuos diferentes se estimularon con
diferentes concentraciones de los AcM anti-IgG,(Fab) y anti-IgE. Los valores indican el
porcentaje de histamina liberada en cada caso.

Finalmente, se estudio si la LH mediada por IgG, es dependiente de
iones Ca™. Se sabe que la LH estimulada por anticuerpos anti-IgE es totalmente de-
pendiente de la presencia de calcio. De igual forma, se encontré que la adicién de
10 mM EDTA como agente quelante de Ca* en el tampén de liberacién inhibe
completamente la induccién de LH por el AcM anti-IgG,Fab. Esto demuestra que la
LH mediada por IgG, también es dependiente de calcio.
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4.4.3. Efecto del empleo de un 2° anticuerpo anti-IgG de raton sobre la
liberacion de histamina inducida por los AcM anti-IgG,

La incapacidad del AcM anti-Fc para desencadenar el proceso de LH, a
diferencia del anti-Fab, no puede explicarse en términos de diferencia en Kaf,
puesto que el AcM anti-Fc posee una Kaf de un orden de magnitud superior a la del
anti-Fab ( Resuitados 4.1.2.1 ), sino que mas bien parece estar relacionado con las
respectivas especificidades de ambos AcM. En este sentido, aunque hasta ahora no
se sabe nada sobre el mecanismo mediante el cual los Ac anti-IgG, podrian inducir
LH, se podria asumir que éste es similar al de los Ac anti-IgE. Es decir, mediante el
puenteo de las moléculas unidas al receptor en el basdfilo. Si esto es asi, se podria
pensar que la razén por la que los AcM anti-IgG, Fe no inducen LH es porque son
incapaces de llevar a cabo este puenteo. Por otro lado y en contraposicién con esta
teoria, podria ocurrir que el AcM anti-Fc no se uniera a la molécula de 1gG, fijada
a la membrana del baséfilo porque estuviera reconociendo un epitopo enmascarado-
por la unién a la célula. Para investigar estas dos posibilidades, se llevé a cabo un
experimento de LH en el que después de la incubacién con los AcM anti-IgG, se
realizé otra incubacién adicional con un anticuerpo policlonal anti-IgG de ratén
(GAM, Métodos 3.13.1) (Tabla 4.15).

ANTICUERPOS MUESTRAS
PV CA ML M L]
Anti-IgG (Fab)* 1 12 5 45 50 50
0.1 4 5 30 50 30
Anti-IgG (Fab)+GAM® 1 19 5 50 50 50
0.1 10 5 40 50 50
Anti-IgG (Fc)* 1 2 5 2 4 3
0.1 1 2 1 3 3
Anti-IgG (Fe)+GAM® 1 2 4 2 4 3
0.1 1 4 2 3 2
Anti-IgE* 0.01 ND ND ND 27 8
Anti-IgE+GAM"® 0.01 ND ND ND 25 27 |

Tabla 4.15.-LIBERACION DE HISTAMINA POR LOS AcM ANTI-IgG, TRAS LA
ADICION DE UN SEGUNDO ANTICUERPOQO. Los valores represntan el porcentaje de
LH después de la incubacion con los AcM anti-IgG, a las concentraciones de 1y 0.1 mg/
mli (a) y la histamina liberada adicional después de incubar con el GAM a 25 pg/ml (b). La
liberacion espontdnea varié entre 0.5 y 2%.
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De esta forma, si los AcM se unen a la IgG, fijada a la membrana, la adicién de un
segundo anticuerpo deberia favorecer el proceso de puenteo de los receptores, pro-
vocando liberacion de histamina. La incubacion con este segundo anticuerpo pro-
vocO una nueva LH cuando las células habian sido previamente incubadas con el
AcM anti-IgG Fab, pero por el contrario, no tuvo ningiin efecto si la incubacion se
realizé con el AcM anti-Fc (Tabla 4.15 ). Estos resultados indican en primer lugar,
que el epitopo reconocido por el AcM anti-Fc no estd accesible en la IgG, de la
superficie del basdéfilo y por otro, representan una evidencia de que el mecanismo
por el que los anticuerpos anti-IgG, inducen liberacion reside en el “cross-linking”
0 puenteo de las moléculas de IgG, unidas a la membrana celular, ya que la adicion
de GAM produce una mayor liberacién.

4.4.4. Efecto del D,O sobre la induccion de liberacion de histamina por
los anticuerpos monocionales

Esta descrito que los basofilos humanos aumentan su respuesta de libera-
cion de histamina en presencia de 6xido de deuterio (D,0) en el tampén de libera-
cion (Gillespie y col., 1972), de tal forma, que algunos no liberadores pasan a ser
liberadores. Asimismo, como se indicé en la Introduccion, la mayoria de los experi-
mentos de induccién de LH con anticuerpos anti-IgG, se han llevado a cabo en
presencia de D,0, aunque sin comparar los resultados obtenidos con controles en su
ausencia. Por esta razén y para investigar si el AcM anti-Fc podria inducir LH en
presencia de D,O, se analizd el efecto de este agente sobre la liberacion de histami-
na inducida por los AcM anti-IgG, y anti-IgE (Tabla 4.16).

El experimento se realizé determinando la cantidad de histamina libera-
da en un grupo de 5 individuos con diferentes niveles de respuesta frente a los AcM
anti-Fab y anti-IgE, después de la incubacion con los AcM mencionados y el AcM
anti-Fc en presencia del 40% de D,O. En la Tabla 4.16 se indican los resultados
obtenidos, representando los valores los porcentajes de liberacion después de sus-
traerles la liberacion espontdnea, que en presencia de D,O alcanza valores mas
elevados (2-10%). Estos datos indican que la presencia de DO produjo en la
mayoria de las muestras estudiadas un incremento en el respuesta de liberacidn
cuando se incubaron con los AcM anti-Fab y anti-IgE, pero que en el caso del AcM
anti-1gG, Fc, permanecieron sin responder a este estimulo.
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MUESTRAS ANTI-IgG (Fab) | ANTIL-IgG (Fc) |ANTI-IgE
100 10 1 100 10 1 0
LJ DO | 28 6 N 1 1 8
Do | 67 4 11| 2 2 2 37
RG Do | 18 3 2 | 2 2 1 3
DO | 32 18 4 | 3 2 2 24
PV D,0 9 5 t o2 1 1 1
Do | 17 5 2 | 3 1 1 1
CA D,0 2 2 1| 2 2 1 5
+D,0 2 1] 2 2 2 7

TABLA 4.16. EFECTO DEL D,0 EN LA LIBERACION DE HISTAMINA INDUCIDA
POR LOS AcM ANTI-IgG,Y ANTI-IgE. E1 D,O se incluyd en el tampdn de liberacion a una
concentracion final del 40%. A los valores representados se les ha sustraido la ILH espontdnea
(2-10%). Las concentraciones de los anticuerpos se expresan en pg/ml.

4.4.5. Induccion de liberacion de leucotrieno C, por IgG,

Cuando se produce el “cross-linking” de los receptores de IgE bien por la
accion de un anticuerpo anti-IgE, o bien por un alergeno se desencadenan una serie
de reacciones encaminadas a la liberacién de mediadores de la respuesta alérgica.
Dentro de estos mediadores, un grupo de ellos ya estan preformados y almacenados
en granulos de secrecion del basodfilo o mastocito, como por ejemplo, la histamina o
la serotonina, pero también hay otro grupo de mediadores que se generan como
consecuencia de la activacion. Estos mediadores no preformados se sintetizan a
partir del dcido araquiddnico y son las prostaglandinas y los leucotrienos. Todo este
proceso, como ya se menciond, es dependiente de calcio.

En este trabajo, se ha demostrado que el AcM anti-IgG, Fab es capaz de
inducir liberaciéon de histamina y que esta liberacion es dependiente de Ca*. Para
completar el estudio, seria necesario comprobar si la LH que se produce va acompa-
flada también de la liberacion de mediadores no preformados. Para ello, se escogio
como marcador de este tipo de mediadores al leucotrieno C, (LTC,). El experimento
se realizé determinando la liberacion de LTC, producida en 3 muestras de donantes
diferentes tras la incubacion con el AcM anti-Fab como se indica en Métodos
3.13.2 (Tabla 4.17).
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MUESTRAS MEDIADORES LIBERADOS
Histamina® Leucotrieno C ™
M 60 105
L] 40 56
CA 5 28

Tabla 4.17. LIBERACION DEHISTAMINA'Y LEUCOTRIENO C, INDUCI-
DA POR EL AcM ANTI-IgG (Fab). La concentracion del anti-1gG (Fab) utili-
zada fue 1 mg/mi. (a) LH expresada en porcentaje y (b)los valores indican los
picogramos de LTC, liberado por cada 10° células (Métodos3.13.2).

Los datos de la Tabla 4.17 que representan por una lado, los porcentajes
de histamina liberada y por otro, los picogramos de LTC, liberados, indican que
también la IgG,, al igual que la IgE, estd implicada en la liberacién de este tipo de
mediadores no preformados en el basdéfilo.

4.4.6. Presencia de la IgG, en la membrana del basofilo

Los resultados hasta ahora presentados sugieren que la IgG, participa en
la liberacion de mediadores de los basofilos ya que el AcM anti-IgG, Fab es capaz
de inducir este proceso. Sin embargo, hemos visto gue los AcM anti-IgG,Fc son
incapaces de desencadenar la hiberacién. Para confirmar estos resultados, y obtener
ademas evidencia directa de la presencia de [gG, en la membrana del basoéfilo, se
realizé un estudio de inmunofluorescencia con leucocitos de algunos donantes trata-
dos con los dos AcM anti-IgG, y con un segundo Ac anti-IgG de ratén (GAM)
marcado con fluoresceina.

Después de purificar los leucocitos como se indica en Métodos 3.14.1, se
fijaron y tifieron con una tincidn especifica de basofilos y se incubaron, primero con
el AcM anti-IgG, y después con el GAM previamente marcado con fluoresceina. Un
ejemplo de los resultados obtenidos se muestra en la Figura 4.11 .

En la foto (a) vemos un grupo celular en el que la flecha seiiala un
basdfilo tefiido. En la foto (b) se observa el mismo grupo celular, pero esta vez bajo
la luz ultravioleta apropiada, sefialando la flecha en este caso, la fluorescencia
especifica del baséfilo obtenida después de la incubacidn con el anti-IgG,Fab. Por
el contrario, no se detectd fluorescencia cuando las células fueron incubadas con el
AcM anti-IgG,Fe.

Estos resultados suponen la primera evidencia clara que demuestra que la
IgG, se une a la membrana del baséfilo y por tanto, que existe un receptor especifi-
co para esta inmunoglobulina. Ademas, suponen una evidencia adicional de que el
epitopo reconocido por los AcM anti-IgG, Fc permanece inaccesible en las molécu-
las de 1gG, presentes en el basdfilo.
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Figura 4.10. INMUNODETECCION DE IgG, EN BASOFILOS POR FLUORESCENCIA.
En (a) se presenta la fotografia de los leucocitos humanos tefiidos con azul de toluidina y la
flecha seiiala a un basdfilo tefiido. En (b) se representa la misma fotografia pero bajo las
condiciones apropiadas de luz UV, indicandola flecha la fluorescencia especifica del baséfilo.
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5.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES

Para estudiar el comportamiento bioldgico de la IgG,, es necesario dispo-
ner de reactivos especificos y bien definidos que permitan determinar su actividad
funcional.

En los primeros estudios descritos en la literatura, se utilizaron anticuer-
pos policlonales como reactivos para el estudio de la diferentes clases de inmuno-
globulinas, aunque su preparacién resultaba dificil y su especificidad dudosa. Con
la introduccién de la tecnologia de obtencién de AcM se pudieron obviar estos
problemas y producir reactivos de alta especificidad. Sin embargo, aunque la enor-
me versatilidad del sistema inmune hace teéricamente posible obtener anticuerpos
especificos frente a cualquier estructura, en la practica, es corriente que durante la
respuesta inmune se produzcan anticuerpos frente a un nimero limitado de epito-
pos, siendo dificil la obtencion de aquellos dirigidos frente a determinantes débil-
mente antigenicos 0 minoritarios. Precisamente, la obtencidon de AcM especificos
frente a las diferentes subclases de IgG humana, plantea esta dificultad debido a su
alto grado de homologia (95%), que implica unas diferencias antigénicas muy poco
pronunciadas. Este problema es posible obviarlo mediante el empleo de diferentes
tipos de estrategias de inmunizacion que vayan encaminadas a favorecer una deter-
minada especificidad y a suprimir la respuesta frente a los epitopos dominantes
comunes a todas ellas.

Para obtener AcM especificos de IgG,, inicialmente se siguié un protoco-
lo de inmunizacién convencional con paraproteinas humanas de isotipo G,. Como
resultado, s6lo el 30% de los AcM obtenidos tenian una especificidad restringida a
la 1gG,, siendo la mayoria de los anticuerpos especificos de epitopos compartidos
por las 4 subclases de IgG. Este resultado sugiere que los determinantes antigénicos
especificos de la IgG, son debilmente inmunogénicos. Con objeto de aumentar la
frecuencia de AcM de especificidad restringida a IgG, y descubrir determinantes
poco inmunogénicos, se decidié intentar suprimir, o al menos reducir, de forma
selectiva la respuesta dominante del ratén frente a epitopos comunes de clase
mediante una estrategia de tolerizacion.

Se sabe que en diferentes especies animales es posible inducir tolerancia
frente a toda clase de antigenos, tanto durante el periodo neonatal como adulto
(Stocker y Nossal, 1976). Aunque los mecanismos exactos por los que este fendme-
no se produce no se conocen con precision, el resultado en la practica es la reduc-
cién y en algunos casos, la supresién de la reactividad del sistema inmune frente al
Ag utilizado en Ja induccién de la tolerancia. Utilizando esta estrategia, se ha
descrito la obtencion de AcM frente a diferentes tipos de Ag minoritarios (Golum-
beski y Dimond, 1986) asi como de anticuerpos policlonales y monoclonales frente
a las subclases de IgG (Michalsen y Haug, 1985; Lowe y col., 1982) aunque con
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diferentes resultados. Teniendo en cuenta estas consideraciones, en el presente tra-
bajo se intentd un 2° experimento de fusidn utilizando ratones que habian sido
sometidos a un tratamiento de tolerizacidon neonatal mediante inyecciones de una
mezcla de paraproteinas de isotipo G, G, y G, (Tabla 4.2). En este caso y contras-
tando significativamente con los resultados iniciales, el 85 % de los hibridomas
obtenidos fueron especificos de IgG,, demostrando la validez y efectividad de esta
técnica.

Asimismo, la importancia de la influencia ejercida por este cambio en el
esquema de inmunizacion sobre los resultados se ve confirmada tras las caracteriza-
cion de los AcM. A diferencia de la fusion 1, donde los anticuerpos producidos
fueron especificos de un dnico epitopo localizado en la regién Fc de la molécula, en
la fusién II, se obtuvo ademds un AcM especifico de la regién Fab ( Figura 4.2).
Este hecho supone un gran avance en la tecnologia de los AcM anti-IgG,, asi como
en ¢l estudio de esta Ig, debido a que se trata de un AcM que reconoce un epitopo
menor en la molécula de IgG,, que hasta ahora no habia sido descrito. Aunque
existen algunos AcM anti-IgG, especificos de Fab, estos reconocen a otras subcla-
ses de IgG (como mds adelante se detallard). Por esta razon, se considera que el
AcM G4T.2 obtenido en este trabajo es el primero descrito en la bibliografia como
anti-Fab. Estos resultados sugieren que la tolerizacién no sélo ha sido efectiva para
favorecer el desarrollo de una respuesta inmune frente a los determinantes antigéni-
cos exclusivos de IgG,, sino que dentro de estos, ha permitido el desarrollo de
anticuerpos frente a epitopos menos inmunogénicos. Por otra parte, este tratamien-
to no ha ido en detrimento de la afinidad de los anticuerpos como se puede observar
en la Tabla 4.3.

A la hora de caracterizar un panel de AcM frente a un determinado Ag
hay que tener en cuenta dos aspectos fundamentales. Por un lado, hay que asegurar-
se de la falta absoluta de reactividad frente a otros Ag de estructura parecida (en
nuestro caso frente a otras inmunoglobulinas). Por otro, hay que comprobar tam-
bién si los AcM exhiben algin tipo de restriccién frente a los difentes ensayos en
los que se van a utilizar. Existe un estudio multicéntrico organizado por la Unién de
Sociedades Inmunologicas y la OMS que ha llevado a cabo la evaluacidn detallada
de los AcM anti subclase de 1gG descritos en la literatura (Jefferis y col., 1985). Si
se comparan estos AcM con los 5 descritos en este trabajo, se encuentran algunas
diferencias fundamentales que resaltan la importancia de los obtenidos en nuestro
laboratorio.

De los 23 AcM especificos de IgG, publicados, solo 3 estan dirigidos
frente a la region Fab y se caracterizan porque presentan reactividad cruzada con
algunas paraproteinas de IgG, y porque exhiben una gran restriccién de ensayo, de
tal forma que estos AcM parecen ser especialmente vulnerables durante los proce-
sos de adsorcion o acoplamiento a diferentes tipos de superficies. En un principio,
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se sugirié que este epitopo debia ser el producido por el residuo Lys 196 que es el
unico especifico en el dominio C,1 de la molécula de IgG,, aunque como los tres
monoclonales presentan diferente actividad, se pensd que podrian existir otros de-
terminantes en esta region. De hecho, el AcM anti-Fab obtenido en este trabajo,
GA4T.2, que se diferencia acusadamente de los tres descritos anteriormente. Se trata
de un AcM totalmente especifico de IgG, (Tabla 4.2) y ademds, es capaz de recono-
cerla tanto inmobilizado en una fase sélida como en solucion. Estas caracteristicas
podrian estar sugeriecndo que este AcM G4T.2 estaria definiendo un epitopo de ca-
racteristicas diferentes apoyando la idea de que en la region Fab de la molécula de
IgG, se expresa mas de un epitopo especifico.

Finalmente y en cuanto a los AcM anti-Fc publicados, algunos no son
activos en los ensayos donde ticnen que funcionar como anticuerpos de captura
unidos a la fase sélida y/o no son capaces de reconocer a la IgG, inmobilizada. Los
4 AcM anti-Fc obtenidos en nuestro laboratorio, G4.1, G4T.9, G4T.11 vy G4T.12,
son capaces sin embargo, de unirse a diferentes paraproteinas de IgG, inmobilizadas
con gran afinidad y ademads su reactividad no se ve alterada cuando se utilizan como
anticuerpos de captura en ensayos del tipo ELISA y RIA.

3.2. ENSAYOS DE CUANTIFICACION DE IgG,

La determinacion de los niveles de IgG,, tanto totales como especificos,
nos ofrece una informacién importante en el estudio del comportamiento de esta
subclase humana en diferentes patologias. En el presente trabajo se han puesto a
punto 2 ELISAS cuantitativos para valorar IgG, total y especifica aprovechando
algunas de las propiedades de los AcM obtenidos como:

-El reconocimiento de 2 epitopos diferentes en la molécula de 1gG,.

-La persistencia de su actividad funcional cuando se les adsorbe a una fase
solida.

-La alta afinidad, especialmente del AcM G4T.9.

5.2.1. Cuantificacion de IgG, total

Histéricamente, los ensayos de valoracién de las subclases de IgG estu-
vieron disefiados en torno a la utilizacién de anticuerpos policlonales. Actualmente,
sin embargo, se han ido sustituyendo estos anticuerpos gracias al desarrollo de la
tecnologia de los AcM, atendiendo asi a la necesidad de disponer de reactivos
faciles de obtener y de ensayos especificos y reproducibles. De todos los métodos
descritos, el mds utilizado para cuantificar subclases de IgG es el inmunoensayo en
fase solida en sus 2 vertientes de inhibicion competitiva y métodos de ““captura”.
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La mayoria de los investigadores y laboratorios comerciales han decidido
utilizar como ensayos para cuantificar IgG, precisamente los sistemas inmunoradio-
métricos no competitivos. Estos ensayos siguen el esquema general que consiste en
el empleo de un AcM especifico inmobilizado en la fase sélida, bien por adsorcidon
directa al polivinilo o poliestireno, o bien por unién covalente a discos de celulosa
previamente activados con BrCN, que “captura” a los Ac IgG, presentes en la
muestra y que son detectados posteriormente con un anticuerpo especifico marcado
radiactiva o enzimdticamente. Este tipo de técnica presenta sin embargo hasta aho-
ra, problemas relacionados con la inmobilizacién del AcM de captura. Ya se comen-
té en el apartado anterior, que la mayorfa de los AcM anti-lgG, descritos perdian su
actividad funcional en numerosos ensayos y de hecho, sélo 7 de estos AcM pueden
utilizarse como anticuerpos de deteccion y de ellos, sélo 2 para “capturar” al Ag
(HP6023 y HP6025) (Reimer y col., 1984), si ademds tenemos ¢n cuenta que la
mayoria reconocen el mismo epitopo en la regién Fc de la mélecula de IgG,, el
problema es atin mayor. El abordaje de este problema sc ha llevado a cabo hasta
estos momentos, empleando estos 2 anticuerpos a los que he hecho referencia
(HP6023 y HP6025) inmobilizados en la superficie del plastico (Hussain y col.,
1986; Hamilton, 1987) y utilizando como proteinas de deteccion anticuerpos poli-
clonales anti-IgG humana. Los resultados obtenidos indican que se trata de ensayos
de gran precision (CV del 5%) pero con un rango de trabajo muy limitado (7-50 y
4-75 ng/ml respectivamente). Como intento de solucionar el problema de la inmobi-
lizacion, Ferrante y col.(1986) puso a punto un método en el que el AcM se
inmobiliza mediante la captura de un anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de
raton previamente unida al pldstico, consiguiendo de nuevo un rango de trabajo
muy parecido (10-100 ng/ml).

Como alternativa, se han descrito 2 ensayos basados en la inhibicién
competitiva para valorar 1gG,. En uno de ellos (Aucouturier y col.,1984), compiten
una paraproteina estindar de IgG, de concentracion conocida con la IgG, presente
en la muestra por la unién al AcM especifico en solucién. En el otro (Wilson y
col.,1986), la competicion es entre una paraproteina de G, biotinizada y la IgG, del
suero en su unién al AcM unido a la fase sélida. Aunque este tipo de métodos
exhiben resultados comparables en precision y sensibilidad a los anteriormente
descritos, requieren como desventaja, la disponibilidad de proteinas de 1gG, total-
mente puras y de facil marcaje. Y ademads no tienen en cuenta que la unién del AcM
a la paraproteina puede ser diferente a la que se produce con otras proteinas de
1gG,.

Mas recientemente, se ha publicado un método (Bui y col., 1988) que
supone un avance en el sistema inmunoradiométrico puesto que emplea 2 AcM
especificos de lgG, que reconocen epitopos diferentes, El limite de deteccién sin
embargo, es bajo, de 100 ng/ml y como desventaja hay que comentar que utiliza
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como método de inmobilizacidn la unién covalente a discos de celulosa activados
con BrCN.

El ensayo puesto a punto en este trabajo supone un avance en la tecnolo-
gia de la cuantificacion de IgG, total. Por un lado, los 2 AcM utilizados, G4T.2 y
G4T.9, mantienen su actividad funcional tanto en fase sélida como en solucién.
Esto ha permitido elegir un método de facil desarrollo, ya que el AcM cuya
funcion es “capturar” a la IgG,, se inmobiliza mediante simple adsorcién al plastico
(poliestireno). De esta forma, se ha conseguido superar el problema de inmobiliza-
cion que hasta ahora estaba planteado con los ensayos de valoracién de IgG, total.
Por otra parte, permite la cuantificacion y estandarizacién de las determinaciones al
disponer de un suero de referencia calibrado en su contenido de IgG, frente a la
referencia internacional de la OMS, 67/69. Asimismo, el estudio detallado de sus
caracteristicas técnicas, indica que se trata de un ensayo totalmente especifico, sin
ninguna interferencia con otras subclases de IgG y con una precisién comparable e
incluso superior a la de otros descritos con anterioridad (CV intra en interensayo de
4.15% vy 6.08% respectivamente). Finalmente, permite el empleo de un amplio
rango de trabajo (4-200 ng/ml superior al de los ensayos publicados anteriormente)
y posee una gran sensibilidad, de tal forma que cuando se utiliza el AcM G4T.9
biotinizado, el limite de deteccion estd por debajo de 1 ng/ml. Este ensayo por
tanto, resulta de gran interés para valorar IgG, total, no sélo en aquellas situaciones
clinicas que presentan un amplio espectro de concentraciones de esta Ig, como
puede ocurrir en las diversas patologias alérgicas. Sino que también, puede ser de
gran utilidad en el estudio de enfermedades con niveles de IgG, total muy bajos,
come en los sindromes de inmunodeficiencias (Introduccion 1.4) debido a su gran
sensibilidad.

5.2.2. Cuantificacion de IgG, especitica

Como se ha visto, el papel de la IgG, en la Alergia es aiin controvertido y
en este sentido, el estudio del comportamiento de los niveles de los anticuerpos
especificos de IgG, puede ayudar a clarificarlo. Sin embargo, uno de los problemas
que nos encontramos, es la dificultad en comparar los datos obtenidos por los
diferentes investigadores debido a la variabilidad en los reactivos y métodos em-
pleados. Bdsicamente existen 2 tipos de ensayos:

-Ensayos en los que el Ag, en este caso el alergeno, se utiliza marcado y la
reaccion Ag-Ac se produce en solucién, que fundamentalmente han sido aplicados
por el grupo de Aalberse (1983b). Este tipo de métodos asumen arriesgadamente
que el Ag marcado mantiene su estabilidad funcional. Ademds, su principal limita-
cién reside en que su aplicacién sélo es adecuada si se dispone del alergeno purifi-
cado y en sistemas de un sélo alergeno. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se
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dispone de mezclas antigénicas complejas y aunque en alguna situacién se pueda
aislar y purificar un alergeno, puede tener mayor relevancia clinica determinar la
respuesta inmune frente a todos los componentes, tanto en los casos de IT , como en
los de exposicion natural. Asi desde el punto de vista del diagnéstico parece mds
adecuado el empleo de extractos alergénicos.

-Inmunoensayos en fase sélida de inhibicién competitiva o inmunoradiométri-
cos tipo RIA o ELISA (RAST, FAST, Scott, 1988) en los que el Ag o alergeno se
adsorbe directa o indirectamente a una fase sélida.

El ensayo descrito en este trabajo pertenence a este dltimo grupo en el
que el alergeno o los extractos alergénicos utilizados van adsorbidos al plastico. La
alta afinidad (4.93 x 10°) y especificidad del AcM, G4T.9, junto con el empleo de
una preparacion calibrada en su contenido en IgG, especifica, ha servido para poner
a punto un ELISA que cumple todos los requisitos de este tipo de ensayos: especifi-
cidad, gran sensibilidad y reproductibilidad y fundamentalmente la posibilidad de
cuantificar en unidades absolutas (en pg/ml).

Uno de los requerimientos mas importantes para valorar IgG, especifica
es la reproductibilidad, sobre todo en los casos de seguimiento de los tratamientos
de IT. En este tipo de determinaciones, las muestras que se analizan proceden de
diferentes intervalos de tiempo durante el tratamiento, que puede durar varios afios,
de tal forma que la norma general ha sido siempre recoger las muestras, almacenar-
las y ensayarlas al final, todas juntas para poder detectar y comparar las variaciones
producidas en los niveles de IgG,. El método que se ha descrito en este trabajo,
permite realizar la valoracién de cada muestra independientemente, debido a su
excelente precision interensayo (CV aprox. 10%). Hay que tener en cuenta que este
CV esta por debajo de las variaciones que ocurren, incluso en periodos cortos de IT
(Resultados 4.3.3). Por otro lado, ¢l ensayo tiene una gran sensibilidad ( 5 ng/ml ) y
posee un rango efectivo de trabajo de mds de 2 drdenes de magnitud, lo que en
conjunto, permite cuantificar muestras con un contenido muy variable en IgG,.
Esta propiedad también es importante porque los valores de IgG, que podemos
encontrar en alergias a alimentos y en IT, como se ha visto en Resultados 4.3 y
coincidiendo con otros autores (Aalberse y col., 1983; Layton y Stanworth, 1984),
presentan variaciones considerables, siendo necesario disponer de un rango amplio
de medida. Segiin los datos publicados y los resultados obtenidos, la dilucién 1:25
de las muestras puede ser utilizada para la cuantificacién de la gran mayoria de los
sueros y sélo en las muestras procedentes de IT muy prolongadas (50-100 pg/ml)
seria necesario ensayarlas mds diluidas. Por otra parte, aquellas muestras con valo-
res de 1gG, especifica muy bajos, en algunos casos del orden de ng, pueden ensayar-
se con precision diluidas 1:10. Este serfa el caso de la mayoria de los pacientes
alérgicos no tratados, como hemos demostrado en este trabajo (Resultados 4.3.2).
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Otra caracteristica que hay que considerar es que la valoracién de IgG,
especifica en este ensayo no se ve afectada por los niveles de la IgG, total . Esta
falta de interferencia e¢s de gran importancia porque, como hemos podido compro-
bar la contribucién de los anticuerpos IgG, especificos de un determinado alergeno
al contenido total de esta inmunoglobulina es muy bajo (Resultados 4.3).

Hasta muy recientemente, la mayoria de los métodos para valorar IgG,
especifica sélo eran semicuantitativos y no permitian la cuantificacion absoluta.
Precisamente el desarrollo de curvas de referencia calibradas lo que ha constituido
el principal avance en la valoracion de IgG, especifica. La obtencion de preparacio-
nes estdndar calibradas en su contenido de IgG, especifica se ha conseguido bdsica-
mente medianie 3 vias de aproximacién, que como era de esperar estan sujetas a
clertos errores:

-Las técnicas de andlisis de unién del Ag, como el andlisis de saturacién descri-
to por Kemeny y col. (1987), que necesitan utilizar el alergeno marcado y por tanto,
pueden resultar de poca utilidad cuando se trata de mezclas antigénicas complejas.
Ademas, este tipo de técnicas realizan dos asunciones arriesgadas:

1.- Una de ellas, es la suposicion de que el Ag marcado mantiene su integridad
funcional.

2.- La otra, es que considera que el Ac con el que se trabaja es bivalente y en
este sentido, hay que tener en consideracion que existen evidencias que sugieren la
monovalencia de la IgG, (Introduccion 1.2).

-La Purificacion por cromatografia de afinidad de la IgG, especifica (FAST,
Scott, 1988). En este caso, aunque se evitan los problemas anteriores, tiene varias
desventajas:

1.- Se trata de un proceso muy laborioso.

2.- Puede llevar a pérdidas de actividad de la Ig impredecibles.

3.- Este tipo de cromatografia conduce a la purificacion de anticuerpos de
afinidad intemedia lo que probablemente pueda inducir 2 determinaciones sesga-
das, sobre todo en aquellas muestras de suero con anticuerpos de alta afinidad como
los que se producen después de largos periodos de IT (Devey y col., 1989).

-Los métodos que utilizan una paraproteina de IgG, de concentracién conocida
como estdndar que se acopla a la fase sdlida, que asumen que el anticuerpo anti-
I2G, se une con la misma afinidad a una 1gG, inmobilizada en una fase sélida que a
otra presentada por el antigeno. Y que la cantidad de proteina unida es directamente
proporcional a la concentracién que hay en solucién.

En este trabajo, se ha preparado una curva de referencia mediante un
método diferente a los anteriormente descritos (Resultados 4.2.2.1). El contenido de
IgG, especifica de un suero elegido como referencia, se calculé como la diferencia
en la concentracion de IgG, total antes y después de eliminar los anticuerpos IgG,
especificos mediante un proceso de absorcion especifica a un extracto de Phleum
pratense. Este método tiene la ventaja de su simplicidad y de no requerir ni la
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purificacién de IgG,, ni la purificacion ni el marcaje del Ag. Aunque este método
permite utilizar una curva de referencia para cuantificar el contenido de IgG, espe-
cifica en diferentes tipos de sueros y frente a diversos tipos de antigenos, hay que
tener en cuenta sin embargo, unas consideraciones. Cuando se mide la concentra-
cion de anticuerpos en una muestra de suero, los resultados que se obtienen depen-
den principalmente de la cantidad de anticuerpos presentes, pero la medida puede
verse afectada por las diferencias en afinidad de los anticuerpos y por la naturaleza
del antigeno empleado. Esto significa que idealmente, habria que preparar una
curva estandar para cada Ag utilizado. Sin embargo, debido a la gran cantidad y a la
muy diferente naturaleza de los antigenos que estan implicados en Alergia y otro
tipo de patologias (parasitosis, etc.), hacen esta afirmacién practicamente inviable,
siendo la practica habitual en el campo de la Alergologia el empleo de un unico
alergeno como referencia. Para ser exactos y puesto que los resultados obtenidos
con diferentes alergenos pudieran no ser comparables, se¢ propone que los niveles
de IgG, especifica se expresen en unidades, considerando que cada unidad se co-
mresponde con la actividad de 1 pg de IgG, especifica para Phleum pratense. En
cualquier caso este sistema descrito permite la cuantificacién objetiva y precisa de
IgG, especifica y ademas, la comparacion de datos obtenidos en diferentes estudios
y en diferentes laboratorios.

5.3. COMPORTAMIENTO SERICO DE LA IgG, EN ALERGIA

Dentro de este apartado, habria que distinguir dos aspectos que son un
reflejo de la aparente dualidad de la funcién de la IgG,.
1.- Por un lado, la asociacién que pueda existir entre la aparicidn de niveles eleva-
dos de IgG, total y la presencia de anticuerpos IgG, especificos frente a alergenos,
con la sintomatologia alérgica. .o que conduciria a considerar a la IgG, como un
anticuerpo anafilctico.
2.- Por otro, €l comportamiento de la IgG, en los tratamientos de inmunoterapia
(IT), con el fin de establecer si ejerce una funcién protectora como anticuerpo
blogueante.

1.- Una de las primeras evidencias que podrian implicar a la IgG, en la Alergia
como anticuerpo anafildctico, proviene de la valoracién de sus niveles en diferentes
patologias relacionadas con la hipersensibilidad inmediata. En este sentido, algunos
autores {(Gwyn y col., 1979; Shakib y col., 1977) encontraron que se produce un
incremento selectivo de la IgG, total circulante en pacientes con asma o eczema
atopico. Sin embargo, no siempre se han podico establecer claramente diferencias
significativas entre individuos normales y atdpicos, haciendo dificil poder llegar a
determinar la correlacion que pueda existir entre la IgG, y la sintomatologia alérgi-
ca. Probablemente, esto es asi en parte, por la baja reproductibilidad de las técnicas
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empleadas para su valoracion, pero fundamentalmente también, debido a la ampli-
tud de rangos de concentracién encontrados tanto en individuos atépicos como no
atopicos. En contrapartida, aunque no esté bien establecida la relevancia que pueda
tener la presencia de anticuerpos 1gG, especificos de alergeno ni en el diagnéstico
ni en ¢l tratamiento de enfermedades alérgicas, si parecen existir dos situaciones
donde la valoracion de IgG, especifica podria resultar de gran ayuda. Una de ellas,
como vamos a ver, es en la alergia alimentaria, sobre todo en los casos donde no se
detecta la presencia de anticuerpos IgE aunque existan sintomas alérgicos. El otro
es en los tratamientos de hiposensibilizacion, en los que parece que se produce un
aumento significativo en los niveles de IgG, especifica y se ha sugerido que su
valoracidn puede utilizarse como seguimiento del progreso de la terapia.

En el estudio que se ha realizado en este trabajo, la media de IgG, total
en los individuos no atépicos obtenida fue de 0.461 mg/mi que es similar a otras
previamente publicadas (Wilson y col., 1986). Por otro lado, la media obtenida
entre los pacientes atdpicos fue ligeramente superior, pero sin que esta diferencia
llegara a ser significativa, en contra de los datos publicados por otros autores
(Magnusson y col., 1986) existiendo ademas, un claro solapamiento en los valores
de concentracion de ambos grupos. Sin embargo, en los pacientes sometidos a IT,
aunque los cambios en los niveles de IgG, total fueron variables, la media del
conjunto experimenté un incremento significativo. Estos resultados parecen indicar
que aunque en la mayoria de los paciente atOpicos la concentracion de 1gG, sea
elevada, debido a la gran variabilidad que exhiben los niveles de esta subclase,
resulte dificil establecer la importancia que como diagnostico pueda tener la deter-
minacion de la concentracién de 1gG, total, asi como su relevancia clinica como
responsable de la sintomatologia alérgica.

Parece claro por tanto, que la presencia de niveles elevados de IgG, total
no es un indicativo del estado atépico del individuo. Sin embargo, el estudio de los
niveles de IgG, especifica frente a los alergenos analizados en este trabajo (la
graminea Phleum pratense y epitelio de gato) si resulta mas concluyente y permite
establecer las diferencias significativas entre los individuos atépicos y los no atdpi-
cos. Asi, sélo en 2-3 individuos del grupo control (6-10% frente al 50-67% de los
individuos alérgicos) se detecté la presencia de anticuerpos IgG, especificos. El
significado que estos anticuerpos puedan tener en los pacientes atdpicos no estd
claro. Algunos autores (Halpern y Scott, 1987) han sugerido que estos anticuerpos
que se encuentran en niveles muy bajos, en la mayoria de los casos menores de 1
pg/ml, en los individuos atépicos podrian actuar como anticuerpos anafilictivos. Y
se diferenciarian de los producidos durante los tratamientos de hiposensibilizacién
cuyos niveles son muy elevados y su efecto podria estar relacionado con un papel
protector, como anticuerpos bloqueantes. Esta sugerencia sin embargo, no deja de
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ser una mera hipotesis ya que hasta ahora, no se ha demostrado que estos anticuer-
pos sean responsables de la reacciones de hipersensibilidad que experimentan los
pacientes. Por otro lado y a diferencia de lo que ocurre con los alergenos inhalantes,
los valores de IgG, especifica de alimentos son siempre mdas elevados, probable-
mente debido a la exposicion diaria a este tipo de antigenos. L.os resultados obteni-
dos con la leche como ejemplo de alergeno alimentario, indican que es muy fre-
cuente que los individuos sanos posean anticuerpos IgG, especificos, sin embargo,
esto no resta importancia al papel que estos anticuerpos de [gG, puedan tener en los
pacientes alérgicos. De hecho, aunque existe mucha controversia al respecto, los
resultados obtenidos en este trabajo coincidiendo con los de Morgan y col. (1990),
indican que en los individuos atépicos los niveles de 1gG, especifica son significati-
vamente mds elevados, con valores incluso de hasta 40 pg/mi que estdn muy por
encima de los encontrados en el grupo control. La deteccién de la presencia de IgG,
especifica a leche en concentraciones elevadas, si podria tener por tanto importancia
como diagndstico en la alergia alimentaria, sobre todo si se tiene en cuenta que en
el 50% de los casos estudiados en este trabajo no se detectaron anticuerpos IgE
especificos. Esto parece sugerir que serian los anticuerpos 1gG, los relacionados con
las reacciones de hipersensibilidad y por tanto, serian de gran relevancia clinica.

2.- Como ya se menciond en la Introduccion, se ha sugerido que la funcién de la
lgG, podria ser protectora. Si esto es asi, habria que demostrar si se produce un
incremento selectivo de esta subclase durante 1a [T, si este incremento es cuantitati-
vamente significativo y finalmente, si es responsable del grado de mejoria que
experimentan los pacientes. Asimismo, habria que demostrar si estos anticuerpos
son capaces de neutralizar al alergeno evitando su unién a la IgE y cuédl es su
mecanismo de accion. Sin embargo, hasta ahora no existe un acuerdo generalizado
con respecto a la funcién de estos anticuerpos en los tratamientos hiposensibilizan-
tes, de tal forma que solo se ha definido su papel como anticuerpo predominante.
Dejando aparte la correlacion que pueda existir entre el grado de mejoria y la
presencia de anticuerpos IgG, especificos, cuyo estudio no se ha tratado en este
trabajo, hay otros aspectos de los que si se ha intentado obtener mas informacion.
Ademds de demostrar que se produce un aumento selectivo de los niveles
de IgG, especifica frente al alergeno con el que se trata a los pacientes, se comprobo
que este aumento cuantitativamente €s muy importante ya que en algunos casos se
alcanzaron concentractones de hasta 200 pg/ml. Owro de los aspectos que se ha
investigado es la relacion que existe entre los cambios que experimentan los niveles
de IgG, especifica con los de IgG, total durante el tratamiento. Para aclarar este
punto, se hizo un estudio en un grupo de pacientes alérgicos a gramineas tratados
con un extracto de Phleum pratense, en el que se cuantificaron ambos niveles a lo
largo de 2 afios y medio de terapia. Como resultado, se observé que durante la
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hiposensibilizacion se desarrolla una respuesta de IgG, especifica que va aumentan-
do con el tiempo y que sigue un patrén comin en todos los pacientes (Figura 4.10).
Por otro lado, aunque los niveles de IgG, total se incrementan significativamente,
como lo demuestra el hecho de que en el 68% de los pacientes aumente la concen-
tracién de IgG, total, los cambios que se producen durante la terapia no se correla-
cionan con los que experimentan los niveles de IgG, especifica (Figura 4.11). A
pesar de estos datos, no hay que descartar la importancia que tiene valorar IgG,
total, puesto que aunque aparentemente existe una falta de relacién entre la IgG,
total y especifica en la IT, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
también que la respuesta de IgG, especifica producida parece depender de los
niveles de IgG, total que cada paciente posee al iniciar el tratamiento. Esto podria
indicar que podria existir una regulacion genética sobre ¢l desarrollo de la respuesta
de 1gG, especifica. De tal forma, que aquellos individuos con IgG, total elevada es-
tarian predispuestos geneticamente a producir mayor cantidad de anticuerpos IgG,
especificos.

Por otro lado, la mayoria de los datos esperimentales publicados hasta
ahora indican que la respuesta especifica de 1gG al alergeno durante la IT esta
compuesta principalmente por anticuerpos IgG, e IgG, (Nakagawa, 1991), de tal
forma que se produce un cambio de clase de 1gG, a IgG, segin avanza el tratamien-
to. En algunos estudios sin embargo, se ha insistido en dar mayor importancia a los
anticuerpos IgG, como bloqueantes del alergeno (Van der Zee y Aalberse, 1988).
Puesto que para que un anticuerpo se comporte eficazmente como bloqueante ha de
estar dirgido contra las mismas moléculas que la IgE, en este trabajo se compar6 el
patrén de reconocimiento antigénico exhibido por los anticuerpos IgG,, IgG, e IgE
a lo largo de una IT frente a diferentes componentes de un extracto alergénico de
epitelio de gato. Como ya se indicd en los resultados (Resultados 4.3.3), es estudio
se realizo frente a dos componentes, al albimina de gato que es una proteina
mayoritaria (representa aproximadamente el 40% del extracto) pero de baja alerge-
neicidad y Fel d 1, que es un componente muy minoritario cuantitativamente ya que
representa un 1% del total, pero que es ¢l alergeno mas importante del extracto. Los
resultados obtenidos indican claramente que el comportamiento de IgG, y de la
IgG, en la IT, al menos en los casos estudiados, son acusadamente diferentes. L.os
anticuerpos IgG, van disminuyendo a lo largo del tratamiento y parecen estar dirigi-
dos contra los dos componentes del extracto, sean alergénicos o no. Por el contrario,
la respuesta de IgG, va aumentando con el tiempo y ademds es selectiva, se desarro-
lla mas especificamente frente a las mismas moléculas que la de IgE, que en este
caso es frente a Fel d 1. Estos resultados se han visto recientemente confirmados por
Lin y col. (1991), estudiando la respuesta inmune producida frente a un extracto de
polvo de casa compuesto, por al menos, 50 proteinas durante la IT. Estos autores
han encontrado, igual que en nuestro caso, que la respuesta de IgE e IgG, estaba
dirigida contra los mismos antigenos.
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Todos estos resultados sugieren que la IgG, juega un papel cuantitativa-
mente importante en la IT y que probablemente, actiie como bloqueante del alerge-
no en su union a la IgE y por tanto, evitando la sintomatologia alérgica. Queda atin
por determinar cudl es su relacion con la mejoria clinica que se produce como
consecuencia de estos tratamientos. A este respecto, hay que considerar que proba-
blemente, esta mejoria sea el resultado de un conjunto de cambios inmunoldgicos
entre los que la accion de la IgG, no es el tnico (supresion de la sintesis de IgE,
induccion de autoanticuerpos anti-idiotipicos, etc.). Por otro lado, hay que mencio-
nar que su papel como anticuerpo protector podria estar también a otro nivel,
inhibiendo la formaci6én de inmunocomplejos (1gG, -alergeno). Como la IgG, no fija
complemento y es incapaz de formar inmunocomplejos de gran tamafio debido a su
monovalencia funcional, durante una exposicion alergénica prolongada como en la
IT, parece proporcionar una proteccién adecuada contra las lesiones inducidas por el
complemento o por los inmunocomplejos precipitantes que aparecerian por la pro-
duccidn persistente de IgG,.

5.4. COMPORTAMIENTO DE LA IgG, EN LA LIBERACION DE
MEDIADORES ANAFILACTICOS

Aunque la IgE es el principal responsable de las reacciones de hipersen-
sibilidad inmediata, se ha sugerido la existencia de otros anticuerpos anafildcticos,
que en el caso del hombre, podria ser la IgG,. Esta sugerencia se basd inicialmente,
en los estudios seroldgicos en individuos atopicos y fundamentalmente en dos evi-
dencias obtenidas in vitro como se ha indicado en la Introduccién (1.5.1):

-Una es la observacion de que la IgG, podia inhibir las reacciones de anafilaxia
cutdnea pasiva mediadas por IgE en monos (Stanworth y Smith, 1973).

-La otra, que la IgG, podia mediar liberacion de histamina (LH) en basofilos.
Estos resultados han sido cuestionados, sin embargo, por algunos autores que no
han sido capaces de reproducirlos, dejando asi el posible papel anafilctico de esta
Ig como un tema sin resolver y controvertido.

Si se observa detalladamente el esquema de la Tabla 1.3, donde se pre-
sentan todos los experimentos mas importantes que se han realizado sobre LH
mediada por IgG,, podemos observar que una caracteristica comun es el hecho de
haberse empleado diferentes tipos de anticuerpos anti-IgG,, policlonales o monoclo-
nales, con especificidades no siempre bien definidas. Tentendo en cuenta que la
capacidad de los anticuerpos anti-IgE para desencadenar LH depende de la region
de la molécula que reconocen (Moscoso del Prado y col., 1991), del mismo modo,
una explicacion similar podria ser la causa de la discrepancia observada para los
anticuerpos anti-IgG,. Otro elemento que seguramente también ha contribuido a la
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falta de acuerdo en los resultados es el haber llevado a cabo la mayoria de los
experimentos bajo condiciones no fisioldgicas, en presencia de D,O. E1 D,O es un
potenciador de la LH que puede inducir liberaciones espontineas muy elevadas.
Esto hace necesario realizar los experimentos también sin este agente como control.
Sin embargo, en los experimentos con IgG,, los resultados obtenidos en presencia
de D,0O no se han comparado con controles en su ausencia y cuando se han compa-
rado, los resultados han sido muy contradictorios ya que no se ha podido inducir LH
sin este agente (Beavais y col., 1990). Finalmente, otro punto importante gque hay
que considerar en los experimentos de LH mediados por IgG, realizados hasta
ahora, es que tampoco se han realizado estudios ni en grupos con un nimero signifi-
cativo de individuos, ni comparando entre atépicos y no atépicos.

Teniendo en cuenta estos datos y aprovechando la disponibilidad de
AcM con 2 especificidades diferentes, se realizé un estudio de LH en un grupo
amplio de individuos (27) atdpicos y no atépicos, bajo condiciones fisioldgicas, en
ausencia de cualquier potenciador artificial de la liberacidn. Los resultados son bas-
tante inequivocos, ya que en el 93% de los casos se produjo liberacidn de histamina,
independientemente del estado clinico del donante, aunque sélo después de la esti-
mulacién con el AcM anti-Fab.

Si se considera brevemente los hechos que ocurren cuando se produce la
activacion de baséfilos o mastocitos por el puenteo o "cross-linking" de los recepto-
res de IgE, encontramos que la activacién de los receptores estd asociada con la
metilacion de los fosfolipidos de la membrana celular a través de la accion de metil
transferasas, asi como de la activacion de la adenilato ciclasa, lievando a la forma-
cion de canales para el calcio y a la consecuente liberacién de mediadores. La
entrada de calcio en la cé€lula es necesaria para la liberacion de mediadores ya
preformados, como la histamina, pero también lo es para activar a la fosfolipasa A,
de modo que se inicie la cascada del 4cido araquidénico y por tanto, la sintesis
posterior de otros mediadores, como los leucotrienos y prostaglandinas. De la mis-
ma forma, en este trabajo se ha demostrado que la LH mediada por IgG, tras la esti-
mulacién con el AcM anti-Fab esta acompafiada de la liberacion de LTC, y ademis,
es dependiente de la entrada de calcio en la célula puesto que se ve inhibida en
presencia de EDTA en el tampén de liberacion.

Por el contrario, los AcM especificos de Fc no fueron capaces de provo-
car LH en ninguno de los donantes estudiados, ni en presencia de D,O. Ya se
menciond, que una posible explicacion para este comportamiento podria ser que 1os
AcM anti-IgG,Fc no fueran capaces de llevar a cabo el puenteo de las moléculas de
IgG, presentes en la membrana del baséfilo. Sin embargo, tampoco se detectd
liberacion de histamina con los AcM anti-Fc después de afiadir un anticuerpo poli-
clonal anti-IgG de ratén que podria favorecer el puenteo. Esto sugiere, que estos
AcM anti-IgG,Fc no se unen a la IgG, presente en el baséfilo porque probablemen-
te, reconocen un epitopo que estd implicado de alguna manera en esta unién. Estos
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resultados se confirmaron también por los experimentos de inmunofluorescencia
que por otra parte, constituyen la primera evidencia directa de la existencia de IgG,
unida a la membrana del basdfilo (Figura 4.10). La especificidad del anticuerpo
utilizado es por lo tanto, muy importante para determinar su capacidad de estimular
la LH. Aunque en este trabajo, solo se haya obtenido LH con el anti-Fab, no
significa que otros anticuerpos con especificidades dentro de la regién de Fc dife-
rentes a las de los AcM que se ha probado, no puedan inducir LH. Estos resultados
obtenidos que sugieren que la habilidad de los anticuerpos anti-IgG, para inducir
liberacién de histamina parece depender de su especificidad, suponen una posible
explicacion a la controversia existente en los datos previamente publicados. De tal
forma que, segin el anticuerpo utilizado, se podria explicar por qué algunos autores
han conseguido inducir liberacion de histamina y por qué otros no.

En cuanto a la comparacion de respuestas mediadas por IgE e IgG,, uno
de los aspectos mas importantes del que hasta haora no se han ocupado los investi-
gadores, es determinar si ambas [g poseen el mismo o diferentes receptores en la
membrana del basofilo. Aunque en el presente trabajo, no se ha realizado ningin
experimento encaminado a esclarecer de forma directa este hecho, algunos datos
obtenidos pueden ayudar a sacar alguna conclusion. Una de las caracteristicas mas
importantes de la mediacion de liberacion de histamina por parte de los anticuerpos
anti-IgE es que es selectiva, de tal forma que existe una fraccién tmportante de la
poblacién que permanece sin responder al estimulo de los AcM anti-IgE (Conroy y
col., 1978; Nguyen y col.,1990). En la misma linea, los resultados que aqui se
presentan confirman este hecho puesto que el 35% de los donantes fueron no
liberadores después de incubar su sangre con el AcM anti-IgE, estableciéndose
ademds una marcada aunque no significativa diferencia entre atépicos y no atépi-
cos (17% y 53% de no liberadores respectivamente). Por el contrario, sélo el 7% de
los donantes fueron no liberadores después de la estimulacién con el AcM anti-Fab,
sin que se observasen diferencias entre atépicos y no atdpicos. Recientemente, se ha
sugerido que los individuos no liberadores con anti-IgE tienen algin tipo de defecto
en algun paso inicial entre el receptor de IgE y la maquinaria implicada en la trans-
duccién de la sefial (Nguyen y col.,1990). Si esto es asi, el hecho de que 9 de los no
liberadores con anti-IgE liberen histamina con la estimulacion con el AcM anti-IgG,
sugiere la existencia de receptores independientes para ambas fg, 0, aunque menos
probable, que haya un Unico receptor pero tenga seflales de transducidn diferentes.
En cualquier casc y aunque la identidad del receptor de IgG, permanezca sin
aclarar, estos datos juntos con los obtenidos por los experimentos de inmunofluores-
cencia (Resultados 4.4.6), si parecen sugerir la existencia de un receptor especifico
para IgG, en basdfilos.

Siguiendo con Ia comparacién de ambas respuestas, [lama la atencién
que aunque aparentemente la [gG, sea mas eficiente en términos de porcentaje de li-
beradores, requiera concentraciones de anticuerpo mucho mads elevadas que la IgE,
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aun corrigiendo por las diferencias de afinidades entre ambos anticuerpos. Podrian
existir varias razones que explicaran esta caracteristica. En primer lugar, que como
consecuencia de la union de la IgG, al receptor sufra cambios conformacionales que
afecten a su afinidad por los anticuerpos. En segundo lugar, como han sugerido
algunos autores (Nakagawa y de Weck, 1983), que el nimero de receptores para
IgG, sea mucho menor que para IgE. En este sentido, aunque no se ha realizado un
estudio sistemdtico y cuantitativo, los experimentos de inmunofluorescencia no
apoyan esta idea, ya que no se observé una correlacion entre [a intensidad de fluo-
rescencia de los basdfilos y la susceptibilidad a inducir LH. También y como ha
sugerido Stanworth (1986), podria ser debido a que la IgG, carece del decapéptido
que posee la IgE. Segiin este autor, esta estructura estd implicada directamente en la
activacion de los basofilos debido a su capacidad para insertarse en la bicapa
lipidica, lo que conduciria en el caso de la IgG, a un mecanismo de transduccion de
sefial probablemente menos eficiente que en caso de la IgE. Finalmente, una dltima
explicacién mas probable segin los datos obtenidos, podria ser que el receptor para
la IgG, tenga una afinidad mas baja que el de la IgE por su ligando, pudiéndose es-
pecular que las concentraciones mds elevadas en suero de IgG, podrian compensar
in vivo esta diferencia.

El papel fisiolégico que pueda jugar la IgG, unida al basdfilo es aidn
desconocido, aunque resulta tentador especular con el hecho de que sea el segundo
anticuerpo anafilictico en el hombre, después de la IgE. Aunque hay algunos datos
que estarian de acuerdo con esta hipétesis, como es el incremento selectivo que se
produce de estas 2 inmunoglobulinas en las enfermedades alérgicas o la co-regula-
cion de ambas por [1.-4 ¢ IFN-y (Lundgren y col.,1989; Spiegelberg, 1990), queda
ain mucho por esclarecer para confirmar este punto. Asi, a la hora de considerar el
papel de la IgG,, hay que tener en cuenta que aunque un anticuerpo anti-IgG, pueda
unirse al basofilo y provocar LH en experimentos in vitro, esto no implica que una
estimulacién con alergeno (antigeno especifico de anticuerpos IgG,) desencadene
también LH. De hecho, ain no se ha conseguido inducir liberacion siguiendo este
esquema in vitro por ninguno de los investigadores que lo han intentado, aunque no
estd claro que no sea un problema de Ia metodologia o de las proteinas de [gG, em-
pleadas para sensibilizar.

La controversia acerca del papel de la IgG, surge al considerar los
resuitados de liberacién de histamina junto con los datos que sugieren un comporta-
miento como anticuerpo bloqueante. Sin embargo, aunque aparentemente resulten
paradojicos, son compatibles y las bases de esta dualidad hay que buscarlas en su
monovalencia funcional. La IgG, compite con Ia IgE por la union del Ag y debido a
su comportamiento monovalente no es capaz de formar complejos precipitantes, in-
hibiendo la formacion de aquellos formados por la IgE e I1gG, con el Ag y por tanto
ejerciendo un papel protector. Pero ademds, la neutralizacion del alergeno puede
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realizarla interfiriendo con la unién de la IgE a su receptor en el baséfilo (Stan-
worth, 1986). Al estar unida a la membrana de los baséfilos, puede impedir la LH
mediada por IgE, porque una saturacion de los posibles receptores de 1gG, debido a
la alta concentracion de IgG, sérica especifica formada impida estéricamente el
puenteo de los receptores de IgE, si consideramos la hipétesis de que ambos recep-
tores estan estrechamente relacionados. En cuanto a su papel como sensibilizante
tras la estimulacion con el alergeno, los datos obtenidos en experimentos in vitro no
son nada concluyentes. Si existiera una relacion como s¢ ha mencionado, entre los
receptores de IgE e 1gG, podria explicarse el por qué, aunque in vitro el alergeno no
induzca LH de forma directa debido a la monovalencia de la 1gG,, se den
situaciones in vivo en los que la sintomatologia clinica aumenta por un sinergismo
entre ambas Igs en la activacion de los basofilos. Sin embargo, basdndose en los
resultados presentados en este trabajo que sugieren que ambas inmunoglobulinas
poseen receptores diferentes y teniendo en cuenta que no se ha definido en que
consiste la relacidn entre ambos receptores, parece dificil que esta sea la causa que
explique el comportamiento anafilictico de la IgG, en algunas situaciones, sobre
todo en aquellas condiciones en que la IgG, aparece como tnica responsable de la
sintomatologia alérgica. La sugerencia que se ha dado hasta ahora de forma mads
insistente, estd basada en la heterogeneidad de la IgG, humana. De tal forma, que
existiria una poblacion de moléculas de 1gG, con efecto protector y otra capaz de
comportarse¢ como sensibilizante, a pesar de su monovalencia funcional (Stanworth,
1988). Aunque inicialmente, se pensé que estos dos subtipos se corresponderian con
los dos isoalotipos 4a y 4b, también se ha sugerido que la caracteristica estructural
que podria ser responsable de esta diferencia en el comportamiento de la IgG, seria
la secuencia de oligosacaridos unidos al Fc.

En resumen, aunque se ha dado un paso importante con este trabajo al
obtener la primera evidencia directa de la presencia de IgG, en la membrana del
baséfilo y al determinar su capacidad para mediar LH tras la estimulacién con
anticuerpos anti-IgG,, es necesario seguir investigando para poder establecer si la
IgG, provoca LH cuando se estimula con el alergeno especifico; asi como las
caracteristicas de su receptor y su mecanismo de activacion. L.a importancia fisiold-
gica que pueda tener la presencia de IgG, en los baséfilos es ain desconocida,
aunque con los resultados que se han expuesto resulta muy tentador especular sobre
su posible comportamiento como anticuerpo anafilactico. También apoyarian esta
sugerencia los datos obtenidos en la valoracién de los niveles de IgG, especifica
frente a alimentos, que parecen indicar que esta subclase podria ser la responsable
de la sintomatologia clinica. Por otro lado, en este trabajo también se ha demostrado
la importancia de la IgG, como anticuerpo protector. Se ha visto que se produce un
incremento selectivo de esta subclase durante los tratamientos de inmunoterapia y
que parece competir por l1as mismas moléculas antigénicas que la 1gE. Todos estos
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resultados tomados en conjunto, sugieren la necesidad de establecer las bases es-
tructurales y fisioldgicas que determinen cuédndo la 1gG, se comporta como anti-
cuerpo anafilactico y cudndo, como bloqueante.



6. CONCLUSIONES



6.CONCLUSIONES 96

El objetivo de esta tesis ha sido obtener mds informacidn sobre la funcidn
que cumple la IgG, en la Alergia, tanto como anticuerpo protector como anafildctico.
Las principales conclusiones que se despenden de los estudios realizados son:

- Se han obtenido 5 AcM especificos de IgG, (G4.1, G4T.2, G4T.9, G4T.11 y
G4T.12) que reconocen 2 epitopos diferentes localizados, respectivamente, en las
regiones Faby Fc de lamoléculade IgG,. La obtenciénde un AcM anti-IgG, especifico
de Fab supone un gran avance en el estudio de esta subclase ya que se trata de un
anticuerpo que reconoce un epitopo nuevo en la molécula de 1gG,, que hasta ahora no
habia sido descrito.

- El andlisis detallado de los resultados de ambas fusiones, asi como la caracteri-
zacion de los AcM permite destacar lainfluencia significativa ejercida por el tratamien-
to de tolerizacion neonatal frente a las otras 3 subclases de 1gG. Por un lado,
favoreciendo la produccion de AcM frente a determinantes exclusivos de IgG, (85% de
AcM especificos de IgG,) y por otro, permitiendo el desarrollo de anticuerpos frente a
epitopos poco inmunogénicos (anticuerpo anti-IgG, Fab).

- La existencia de algunas propiedades de los anticuerpos monoclonales produci-
dos en este trabajo, como ¢l reconocimiento de 2 epitopos diferentes y la persistencia
de su actividad funcional cuando se les adsorbe a una fase solida, ha permitido el
desarrollo de un ELISA especifico para valorar IgG, total, cuyas caracteristicas mas
importantes son:

Gran sensibilidad

Excelente precision interensayo (CV=6%)

Amplio rango de trabajo (4-200 ng/ml)

Permite la cuantificacion y estandarizacién de las determinaciones al
disponer de un suero de referencia calibrado en su contenido de IgG, frente
a la referencia internacional 67/69.

- La alta afinidad (Kaf: 4.93 x 10°) y especificidad del anticuerpo monoclonal
G4T.9 ha servido para poner a punto un ELISA cuyas propiedades técnicas mds
importantes son:

Gran sensibilidad (5 ng/ml)

Gran precision interensayo (CV=10%)

Rango efecto de trabajo mayor de 2 6rdenes de magnitud.
Falta de interferencia con los niveles de IgG, total.
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El principal avance que supone este método es ademads, permitir la cuanti-
ficacion de forma objetiva, mediante el empleo de una preparacién calibrada. En este
trabajo, se ha desarrollado un método para preparar la curva de referencia basado en la
absorcion especificade un suero aunextractode Phleumpratense. Elcontenidode IgG,
especifica se ha calculado como la diferencia en la concentracion de IgG, total antes y
después de eliminar los anticuerpos especificos en el proceso de absorcidn.

- Elestudio comparativode los niveles de IgG, enindividuos atépicos y no atopicos
permite destacar como importantes los siguientes puntos:

Los niveles de IgG, total exhiben una gran variabilidad tanto entre indivi-
duos atdpicos, como no atdpicos, y no existen diferencias significativas entre ambos
grupos.

La presencia de anticuerpos IgG, especificos si parece estar correlacionada
conelestado clinico del paciente, sobre todo en laalergiaalimentaria donde ladeteccion
de estos anticuerpos va asociada, en numerosos casos, con la faltade anticuerpos de IgE.
Esto indicaria su importancia como responsables de la sintomatologia clinica.

- El estudio del comportamiento de la IgG, en los tratamientos de hiposensibiliza-
cion realizado en este trabajo, permite concluir la importancia del papel que juega la
I1gG, en laIT, no s6lo a nivel cuantitativo, sino probablemente, bloqueando al alergeno
en su unidn a la IgE. Las evidencias mds importantes obtenidas en este trabajo a este
respecto son:

Como consecuencia de la IT, los niveles de [gG, especifica sufren un
incremento selectivo significativo, cuantitativamente muy importante (concentracio-
nes de hasta 200 pg/ml) que se desarrolla segiin un patrén comiin para todos los
pacientes.

Los niveles de IgG, total experimentan un incremento significativo como
consecuencia de la IT, pero su comportamiento es erratico, no sigue un patréon coman.

Aunque no existe correlacién entre los cambios producidos en ambos
niveles, la respuesta que se produce de IgG, especifica parece depender de la
concentracion inicial de IgG, total de cada paciente.

Los anticuerpos IgG, especificos adiferencia de los de I1gG,, estan dirigidos
de forma selectiva frente a los componentes alergénicos de los extractos. Se producen
frente alas mismas moléculas que los anticuerpos IgE , lo que favoreceria su papel como
anticuerpos blogqueantes.

- Los estudios realizados con baséfilos humanos y mediadores anafildcticos
permiten obtener 2 conclusiones importantes: la presencia de 1gG, en el basdfilo y su
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mediacion en los procesos de liberacion de histamina y LTC,. Los principales datos que
se pueden resaltar a este respecto son:

Lainduccidn de liberacion de histamina es dependiente del anticuerpo anti-
IgG, utilizado, ya que sélo el anti-IgG, Fab es efectivo como agente liberador,
estimulando liberaciones significativas en el 90% de los casos. Los AcM anti-IgG, Fe
sin embargo, no inducen liberacién en ninguin caso porque son incapaces de unirse a la
IgG, fijada al basdfilo, 1o que parece indicar que reconocen un epitopo relacionado con
el sitio unién al basdfilo.

La induccion de liberacién de histamina mediada por 1gG, es dependiente
de Ca®, y su mecanismo estd basado en el "cross-linking" de los receptores unidos al
basdéfilo.

La liberacion de histamina inducida por anticuerpos anti-IgG, es indepen-
diente del estado clinico de los individuos y se produce en toda la poblacién. Esta
caracteristica la diferencia de la LH mediada por anticuerpos anti-IgE, que es selectiva.
El resultado obtenido en este trabajo segin el cual, individuos que no responden al
estimulo de AcM anti-IgE si son liberadores con AcM anti-IgG,, parece sugerir la
existencia de receptores diferentes para ambas Ig.

Todos estos resultados, ademads de explicar en parte, la discrepancia observadaen
los datos anteriormente publicados sobre el papel de la IgG, en los procesos de
liberacion de histamina, parecen sugerir consistentemente que la 1gG, esta implicada
en los procesos anafilacticos.
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