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Es évidente que los orgonismos multiceluiores deben 
empleor uno gron voriedod de mécanismes porc contrôler su me­
dio interno. En tôles organismes existe un elevodo numéro de/ 
metos que estdn, o menudo, en competicidn con unos recursos - 
limitodos y todo ello subordinodo o la supervivencio reprodu£ 
toro de los especies. Es Idgico, por tonte, suponer que si se 
fijo la otencidn sobre uno determinodo funcién en el orgonis- 
mo se deben identificor los meconismos que regulon su octivi- 
dod, Sin embargo, se debe tener en cuento que la funcién bajo 
exdmen es sélo uno porte de un sistemo mucho moyor y no debe/ 
trotorse siempre como si fuero uno constonte. Ademés, ciertos 
sistemos de control biolégico o menudo porecen ser ineficien- 
tes o innecesoriomente complejos. De hecho, estos ospectos sé 
lo reflejorfon nuestro imperfecto comprensién de los sistemos 
y proboblemente debido o lo corgo que orrostron proveniente - 
de estodfos tempronos en su evolucién,

Asf, los Vertebrodos poseen sistemos integrodos po- 
ro hocer frente o los invosiones de moteriol extroRo proceden 
tes del entorno o de modificociones de su medio interno que - 
juegon un popel cruciol en su homeostasis, Conceptuolmente e£ 
tos sistemos se pueden englober en dos grondes grupos: los —  
constitutives y los odoptotivos.(Figura l).

En lo primero cotegorfo, lo necesidod de enfrentor- 
se o combios que se desorrollon espontoneo y consecuentemente 
ol envejecimiento moleculor, ol troumo o ol crecimiento celu- 
lor neoplésico permite especulor que sistemos occesorios de - 
la inmunidad, como el sistema del complemento y los célulos - 
fogocitorios, se desorrolloron ontes, filogeneticomente ho-—  
blondo, yo que octividodes mediodos por estos elementos estén 
representodos en Invertebrodos y no tienen especificidod inh£ 
rente poro ningJn ontfgeno en porticulor.



Sin embargo, lo necesidod ineludible de responder o/ 
productos porticulcres y o organismes en cuolquier porte o vio 
de occeso ol cuerpo desembocé en lo evolucion de uno sofistico 
do mollo de meconismos inmunes especificos que involucron ton- 
to elementos celulores (por ejemplo: linfocitos T y B) como hu 
morales (anticuerpos).

De porticulor interés es el popel que juegon estos - 
onticuerpos en intégrer o correlocionor ombos tipos de proce—  
SOS. Esto es posible gracias o très carocterfsticas inherentes 
y distintivos que exhiben este tipo de moléculos; Diversidad,- 
Flexibilidod y Multifuncionolidod.

EST IM U LO RECONOCIMIENTO R E S P U E S T A

antfgeno

antigène

HMMMCOnstUutivO mmmmm 

hum oral (ej:com plem ento)

c e lu i a r (ej-.celulas fa g o c .)

■  wm ■■ in terfase  g# ^  gg

hum oral ( e j  an tlcu erp o s )

ceiular (e j.rechazo  de injertos) 

adapta t ivo mmmm

>sistemas efectores homeostasis

Figuro 1
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1.1. DIVERSIDAD
El origen de la diversidad de los anticuerpos, es d£ 

cir, de la capocidad de un animal para sintetizar alrededor de 
un millén de anticuerpos diferentes (1) es un problème aun no 
resuelto en su totalidad.

Historicamente esta problemética nace como consecuen 
cia de los resultados obtenidos en los estudios estructurales/ 
de las inmunoglobulinas.

1.1,2. Estructura general de los anticuerpos.
Anticuerpo es un concepto funcionol que désigna o la 

protefno que se origino en respuesto o un estfmulo ontigénico/ 
odecuodo y es copoz de combinorse especificomente con el mismo 
antfgeno que dio lugor o su formocidn o con sustoncios de es—  
tructuro muy similor. Inmunoglobulino es un concepto estructu- 
rol y comprends o todos los protefnos que poseen unos rosgos - 
estructurales comunes y corocterfsticos, poseon o no octividod 
onticuerpo reconocido. Ambos conceptos, sin emborgo, tienden o 
unificorse puesto que todos los anticuerpos son inmunoglobuli­
nas y teoricomente cuolquier inmunoglobulino podrfo funcionor/ 
como onticuerpo contro un posible ontfgeno, ol menos en lo que 
o su copocidod de combinocién especffico se refiere.

Lo estructuro bésico consiste en cuotro cadenas pol£ 
peptfdicos, dos ligercs -L- (PM 25000 Dolton) y dos pesodos - 
H- (PM 52000-70000 Dolton), que se montienen unidos por fuer—  
zos no covolentes y hobituolmente por puentes disulfuro inter- 
cotenorios,

Conformocionolmente, coda codeno esté constituido —  
por un némero de dominios globulores, de dimensiones oproximo- 
domente constantes, montenidos por puentes disulfuro e interoc 
ciones no covolentes (Figuro 2). La presencia de polfmeros que
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iismm. #

T

Figura 2 .- Molécula de Inmunoglobulino G
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proporcionan ostructuras de order» superior implica que lo for­
mula general de estos moldculos sea (HgLg)^.

1.1.2.1. Codenos l.iae£as•
Los codenos ligeras pueden ser divididos en dos re-- 

giones: uno que comprende la mitod NHg-terminal de la codeno - 
polipeptfdico, y que présenta uno gran voriobilidod de se­
cuencia al comparer las distintas cadenas ligeros y otro que - 
comprende la mitod COOH-terminol y que présenta mucho menos va 
riobilidod, Cĵ . Voriociones en lo secuencia de estos portes C^ 
son lo bose de su closificocidn en dos tipos; Koppo -K- y Lomb 
do -\-. Ambos regiones contienen un puente disulfuro introcot£ 
norio que encierro un segmente de unos 60 residues,

Dentro de lo regidn variable se distinguée très pe—  
queRos segmentes alrededor de los posiciones 30, 50 y 90 en —  
los que lo diversidod secuenciol entre las distintas cadenos/ 
ligeras es müy elevoda; reciben el nombre de regiones hipervo- 
riobles. El resto de esta regidn se conoce como armazdn, ya —  
que présenta menor voriobilidod, y détermina el subgrupo al —  
que pertenece la cadeno ligera.compléta.

1.1.2.2. Cadenas £«sada£,
Los cadenas pesodos pueden ser divididos en cuotro - 

regiones, cinco en olgunos cosos, coda uno de los cuoles con—  
tiens un puente disulfuro intracotenorio semejante o los des-- 
critos en los cadenos ligeras. La porte variable, Vĵ , es simi­
lar o pero en este coso se hon definido cuotro segementos - 
hipervoriobles alrededor de las posiciones 33, 57, 83 y 98 (2). 
Residues locolizodos en estas posiciones junto con los defini- 
dos en las cadenos ligeras hocen contacte directo con el antf­
geno o bien configuron el centro de unidn siendo, por tonto, -
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los que déterminât! la especif icidod del onticuerpo. La regidn/ 
ormozdn, en este coso, détermina los distintos subgrupos de la 
cadeno pesodo.

El resto de lo codeno, aproximadamente los 3/4 par-- 
tes, se puede ogrupor bojo un pequeRo numéro de secuencias po- 
lipeptfdicos fundamentales que definen lo close o lo que perte_ 
nece el onticuerpo { en el hombre hay cinco: G, A, M, D y E),/ 
A su vez, dentro de uno determinodo close se observon pequeRos 
diferencios que determinon lo subclose.

Esta porte constante comprende très regiones; C^l, - 
Cj_|2 y Cj_j3 (en el coso de lo IgM e IgE existe uno regidn odicio 
nol, C^4) que muestron uno elevoda homologfo secuenciol, tonto 
entre sf como con lo regidn

Los puentes disulfuro entre los cadenos pesodos se - 
suelen situor en un segmente, rico en prolino, que se extiende 
entre C^l y C^2, Dicho regidn se conoce por gozne y no présen­
te homologfo con cuolquier otra regidn.

Ya que, como hemos dicho, el sitio de unidn ol antf­
geno résulta de la interoccidn entre y V^, lo diversidad de 
onticuerpos refleja exclusivomente la diversidod de los regio­
nes variables.

1.1.3. El problema.
Desde que fue posible comparar un cierto numéro de - 

secuencios de ominodcidos de codenos de inmunoglobulinos homo 
geneos era obvio el planteorse;
1«.“ t Cual es el origen de la extremodo voriobilidod de los - 

regiones NH^-terminoles con los que se conforme el sitio/ 
de reconocimionto y unidn ol antfgeno?

2#.- I Cdmo un gron ndmero de regiones voriobles, V, pueden ex 
presorse osociodos con un pequeRo ndmero de regiones cons
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tantes, C 7
Evidentemente ambos preguntos hobfon de responderse/ 

en tdrminos gendticos de forma que se postuloron très teorfos/ 
con objeto de dar cuenta de este problème.

TEORIA DE LA LINEA GERMINAL
De ocuerdo con esta teorfa los genes de los onticue£ 

pos estdn codificados en la Ifnea germinal colinealmente con - 
la estructura de cada subunidad de inmunoglobulino, es decir,/ 
que la estructura primorio de cuolquier regidn V que un animal 
puede sintetizar est6 codi^odo en su DNA. y, por tonto, miles de 
genes de cadenos ligeras y pesodos estdn codificados con los - 
regiones V y C adyocentos unos a otros.

La innecesoriedod de entender los inmunoglobulinas - 
como un sistema gendtico diferente, ya que la enorme diversi—  
dod intrfnsecomente codificodo puede explicorse, en tdrminos - 
de evolucidn gendtica, de forma semejonte a la presencia de m£ 
les de genes diferentes para otros protefnos o enzimos, const£ 
tuye la base de esta teorfo,(3, 4, 5),

Uno implicocidn inmedioto, sin embargo, era lo nece- 
sidod de postulor miles de segmentes discrètes de DNA, dividi­
dos de olguno monero, para que duronte la evolucidn pudiero va 
rior lo porcidn iniciol mientros que lo porcidn terminol fuero 
montenido obsolutomente constante. La seleccidn, por su porte, 
sdlo proporcionorfo un meconismo sotisfoctorio poro montenor - 
inalterddo la secuencia de la regidn constante, ya que estobo/ 
cloro que tonto los regiones constantes de las cadenas ligeras 
como de las pesodos tolerobon sustituciones de omino dcidos.

Dreyer y Bennett (6) obvioron esta dificultod postu- 
londo la existencio de dos genes estructurales poro codificor/ 
uno solo codeno polipeptfdico: uno para la regidn V, del cual/ 
existirfon multiples copias en la llneo germinal, y uno poro -
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la regidn C del cual existirfo uno sola copia para coda close 
o subclose. Este unico gen C serfo copoz de unirse o cuolquie- 
ro de los muchos genes V. Como veremos mds odelonte su model©/ 
ho resulted© ser esenciolmente correcto.

TEORIA DE LA MUTACION SOMATICA
Este meconismo de generocidn de divers idod era inhe­

rent© a lo teorfo de lo seleccidn clonal originolmente propue£ 
ta por Burnet (7). Se supone que sdlo un pequeRo numéro de ge­
nes estarfan présentes en lo lineo germinal de formo que lo d£ 
versidod se generorfo por mutocidn durante lo divisidn mitdti- 
co inherent© ol crecimiento somdtico del organism© (8). Lo ve- 
locidod de mutocidn puede ser excepcionolmente alto o similor/ 
o lo observodo en otros loci eucoridticos, dependiendo del en- 
foque de lo teorfo.

El ndmero de mutantes V oumentorfo ropidomente duron 
te lo ontogenio bien por derive ol ozor de mutociones sélecti­
vement© neutres dentro de la poblocidn celulor o mds proboble- 
mente por fuertes presiones selectivos contro oquellos cdlulos 
que no muton (9) y por la mds rdpido proliferocidn de oquellos 
cdlulos que expreson regiones V que unen ontfgenos del entorno. 
(10). Este ultimo proceso se porece a lo seleccidn naturel ob­
servodo en los orgonismos, yo que los cdlulos que producer on­
ticuerpos de alto ofinidod se dividen con moyor velocidod ou-- 
mentondo entonces lo progenie, lo cuol, o su vez, es copoz de/ 
former anticuerpos de moyor ofinidod y osf sucesivomente.

Lo enorme focilidod poro generor diversidod, implfc^ 
to on este model©, tiene uno controportido doble; o) Lo produc 
cidn de anticuerpos contra ontfgenos que nunco se von o encon- 
tror en el organism©; b ) Lo necesidod de montener un sistemo - 
de control, superior ol de los cdlulos B , poro seleccionor d o
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nes indsseables (por ejemplo, autoinmunes) por un lodo y clo­
nes dtiles por otro.

TEORIA DE LA RECOMBINACION SOMATICA
De lo misma forma que la Teorfa de la Lfnoa Germinal 

esta teorfa presupone que los genes V evolucionoron iguol que/ 
otros genes estructurales, es decir, por un proceso de selec—  
cidn natural de mutaciones puntuales favorables. Ademds, estos 
genes V se presenton en families de secuencias de nucledtidos/ 
ordenadas que han sido generadas por duplicacidn gdnico. Pero/ 
a diferencio de aquello postula que estas secuencias ordenadas 
son inestables tanto en la ifnea germinal como en las cdlulas/ 
scmdticas en divisidn (11), Ya que debido a las duplicaciones/ 
en ndmero de genes V en el genoma irfa en cumento, es idgico - 
suponer que aumenta la probabilidad de recombinacidn por sobre_ 
cruzamiento de forma que, adn en estodfos tempronos, no serfa/ 
raro encontrar que dos cdlulas somdticos no contienen el mismo 
conjunto de genes V présentes en la ifnea germinal. Incluso se 
puede generar mds diversidad asumiendo la existencio de traslo 
cacidn de genes en la misma banda de DNA.(12).

El descubrimiento de multiples segmentes de DNA (13, 
14, 15) necesarios para la expresidn compléta de las cadenas - 
de inmunoglobulinas aumenta la validez de esta teorfa, ya que 
existe una potencialidad mayor en la copocidod de generocidn - 
de diversidad al oumentor las posibilidodes de unidn combinato 
rial entre los diversos genes (16).

La unidn combinatorial como meconismo de generocidn/ 
de diversidad, pero desde el punto de visto de que ciertos re­
giones hipervoriobles pueden estar osociodos con muchos regio­
nes ormozdn, ha sido propuesto por olgunos autores (17, 10). - 
Asf, Kabat y col. (19) en su modelo de los "mini-genes" sugie-
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ren que coda uno de las regiones hipervoriobles y ormozdn esta 
rfon, en lo Ifneo germinol, codificodos por mini-genes diferejn 
tes seporodos por secuencias inespecfficos, de forma que duron 
te la diferenciocidn se ensomblarfon por eliminccidn de esos - 
secuencias y posterior insercidn de los mini-genes hipervorio- 

I bles entre los segmentes ormozdn. Sin emborgo, no se hon encon
i trodo ordenomientos de este tipo en Ifneos germinoles (20, 21),I
i Debido o lo enorme diversidod de criterios, lo con--
I tribucidn especffico de codo teorfa o explicor lo generocidn - 

de diversidod continua siendo uno de los objetos de investigo- 
cidn en el compo de lo inmunogendtico.

Hosto oproximodomente 1974 lo evidencio experimentol 
indicobo que hobfo pocos genes en lo Ifneo germinol y que lo - 

I mutocidn somdtico explicobo lo moyor porte de la diversidod def onticuerpos en base, sobre todo, a los dotos de secuencia que/
se tenfon sobre cadenos K de rotdn que representon olrededor - 
del 5% del totol de los cadenos ligeras en esto especie y cuyo 
potrdn de voriobilidod ero muy simple (22 - 26), Dotos obteni­
dos o portir de secuenciocidn de genes confirmon que lo vorio- 
bilidod en estas codenos oporece somoticomente por mutocidn de 
un gen de lo ifneo germinol (27, 28),

Sin emborgo, con respecto ol numéro de genes V de lo 
codeno K se hon estoblecido, en bose o los similitudes en se—  
cuencio de omino dcidos, 50 grupos que codificorfon poro todos 
los cadenos (22), A su vez, codo grupo puede dividirse en 6 o 
7 subgrupos (29). Si coda uno de ellos requiere un gen distin- 
to, el ndmero totol de genes K présentas en la Ifneo germinol/ 
serfo unos 350.

Si se odmite como 80 el ndmero de genes la oso--
ciocidn combinotoriol mdximo entre codenos H y L generorfo del 
orden de 3 x lO^ tipos diferentes de anticuerpos (30). Tenien
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do en cuenta que alrededor de lO^ es el numéro de anticuerpos/ 
diferentes que un individuo es capoz de producir, queda cloro/ 
que los genes de lo Ifneo germinal sdlo darfon cuento de cerco 
del lO?» de lo diversidod y que por tonto mds del 90% del repe£ 
torio de los onticuerpos debe explicorse por meconismos de di- 
versificocidn somdtico.

Uno de los meconismos ero la unidn combinotoriol de 
multiples segmentes de DNA (J o D) con los segmentes V. Si to- 
momos como 5 el ndmero de segmentes (31, 32) y un volor si­
milor poro V , entonces el répertorie se elevorfo por encimo - 

6de 10 . No es de extroPior, pues, que octuolmente se sugiero —  
que el répertorie de genes présentes en lo Ifneo germinol jun­
to con su unidn combinotoriol seon los principales fuentes de/ 
diversidod (33, 34, 35).

No obstonte, es de suponer que no todos los uniones/ 
y osociociones son posibles yo que se sobe que les mutociones/ 
somdticos existen (21, 25, 29, 36) y que los puntos de unidn - 
de V, J y D son copoces de generar por sf mismos mds diversi—  
dad (31, 32, 37, 38). Ademds olgunos outores piensan que no to 
dos los grupos han sido identificados (39) aunque en general - 
lo mutocidn somdtico quedo relegoda o un segundo nivel con re£ 
pecto ol ndmero de genes de la Ifneo germinol (39, 40).

1.1.4. Orgonizocidn y expresidn de los genes de los onticuerpos

1.1 i 4 .1 ; Codenos l.iao£a£.
Lo codeno ligera se sintetizo como un precursor mds/ 

lorgo que el producto que secreto lo cdlulo plosmdtico, yo que 
contiene en su regidn NH^-terminol un pdptido odicionol, no ge 
nerodor de diversidod, morcodomente hidrofdbico (41) que pore­
ce jugor un popel en el transporte introcelulor y en lo inte—
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roccidn con membronos.
Lo utilizocidn de endonucleosos de restriccidn per- 

mitid a Hozumi y Tonegowo (42) demostror que los genes de los 
regiones variable y constante estdn situodos en distintos --- 
fragmentes del DNA embrionorio, mientros que estos mismos ge­
nes estdn en el mismo frogmento del DNA obtenido o partir de 
cdlulos plosmdticos. De esto formo lo prediccidn de Dreyer y 
Bennett (6) quedd rotificodo evidenciondo, odemds, que lo — - 
oproximocidn por recombinocidn somdtico entre los genes V y C 
tiene lugor a nivel de DNA,

Ademds de confirmor estos dotos, la tecnologxa de - 
DNA recombinante junto con estudios detollodos de secuencia - 
han revelodo corocterfsticos inesperodos de lo estructura de/ 
los genes de los codenos ligeros. Asf, se vio que el gen de - 
lo regidn solomente codificobo omino dcidos hosto lo posi- 
cidn 95, aunque convencionalmente o eso regidn se le osignobo 
hasta la posicidn 108 (20, 43). Los 13 codones restontes se - 
encontraban codificados o una cierto distoncio del extreme 5' 
del gen C (31), Este segmente codificonte, segmente J, no sd­
lo contenfo lo informocidn de los codones restontes de lo re» 
gidn V, sine que tombidn especificobo el sitio en el cuol lo/ 
regidn V se vo o unir o lo regidn C poro former un gen octivo. 
Desde este punto de visto, los genes poro los codenos K y X - 
porecen ser similares.

Sin emborgo, uno corocterfstico odicionol de lo es­
tructuro de los genes de rotdn es que no poseen un sdlo --
segmento J, como en el coso de los genes (31). Su enorme -
diversidad de secuencia de ominodcidos, que lo hocen ser un
coso mds représentâtivo de lo que ocurre en humonos, sugerfon
uno fuente odicionol de diversidod que fue confirmodo por lo 
demostrocidn de lo presencia de 5 segmentes (31, 32). Cuo-
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tro de ellos no estdn restringidos a ningdn grupo. Sin embar­
go, el frogmento central, J3, codifica para una secuencia nun 
ca encontrada, y se ha sugerido que la existencio de un com-- 
bio de un nucledtido en su extreme 3' inoctivo lo seRol nece- 
sorio poro el splicing (unidn) posterior del RNA (32).

Aunque no se ho encontrodo ningdn segmento odicio-» 
nol en lo proximidod del gen C^, lo inspeccidn de los secuen­
cias conocidas de mielomas K segufa indicondo mds voriabili-- 
dod en lo regidn correspondiente o la unidn de V y J, la cuol 
coe en la tercero regidn determinonte de complementariedod o 
hipervarioble (16). El estudio de la secuencia de nucledtidos 
que siguen a los embrionorios y preceden a coda uno de los 
segmentos J ha sugerido un posible meconismo por el que esto/ 
puede ocurrir. En efecto, despuds del coddn 95, en todos los/ 
genes estudiodos, oporecen dos secuencias: Un heptdmero —  
CACAGTG que représente un polfndrome cosi perfecto, y un nond 
mero ACAAAAACC con sdlo uno o dos combios de bose, Similor- 
mente o esto, oporecen dos secuencias conservadas en el extre 
mo 5.* de los segmentos J que derivan de CACTGTG y 6GTTTTTGT,/ 
La orientacidn de estos secuencias es tal que se podrfa for—  
mar una estructura en horquilla por apareamiento de secuen--- 
cias complementarias dentro de cada banda de DNA (Figuro 3o).

Otro corocterfstico importonte de estas secuencias/ 
es que la longitud de separocidn entre ellos estd altomente/ 
conservoda* Asf, en las cadenas K, los espociodores de los —  
segmentos V son 11 o 12 pares de bases, mientros que los de - 
los segmentos J son de 21 a 24 pares de bases. Lo contrario - 
ocurre con las cadenas Curiosamente estas distoncias co—  
rresponden, respectivamente, con 1 y 2 pasos de rosco de la - 
doble hélice y no hon foltodo autores (21, 44) que proponen - 
la existencio de dos protefnos diferentes pero intimomente r£
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Figura 3 .- (a) Apareamiento de secuencias complementarias de V y J 
(b) Variaci(5n en el punto de ffobrecruzamiento de V y J 

durante la recombinacién.
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lidcionadas que fortnando un complejo reconocen las secuencias - 
espaciadcras constantes y realizan el corte y la uni6n a ni—  
vel de DNA. Est<5 descrito que son los palindromes los que oc- 
tuon como sitios de reconocimiento para enzimas que modifican 
o se unen ol DNA (45, 46).

Independientemente del mecanismo que conduce a la - 
unidn de los segmentes V y J, por deleci6n de la secuencia in 
termedia (31), la consecuencia evidente de la naturaleza fle­
xible de la recombinaci6n V/J es una fuente adicional de di-e 
versidod en Ic posicidn 96 (31, 32, 47), La variabilidod en - 
esta posicidn crftica, que puede contribuir a una diversidad/ 
fisiolégica alterando la especificidad del anticuerpo (48), - 
puede explicarse si se asume que puede variar el punto do en­
tree ruzamien to de V y J durante la recombinaci6n, Las conse—  
cuencias de tal variacidn se muestran en la Figura 3b, donde/ 
se ban escogido como ejemplos las secuencias V^41 y J5, Como/ 
se ve, en los casos 3 y 4 ol entreeruzamiento genera Arg y —  
Pro al utilizar un punto de recombinacidn diferente de los —  
mostrodos en 1 y 2 , los cuales retienen la secuencia de la - 
Ifneo germinal. La confirmaciéri de que tales variaciones pue­
de n ocurrir en el punto de recombinoci6n ha sido realizada al 
determinarse la secuencia de nucle6tidos en recombinantes de 
mielornas (34),

Queda por aclaror un aspecto de la diversidad somd- 
tico observada en ciertas secuencias de la region V. En estu- 
dios de secuencia de cadenas X de ratones BALB/c ban sido de£ 
cubiertas alterociones puntuales de amino dcidos que estdn lo 
calizadas en las regiones bipervariables y quo forman parte - 
del sitio combinante del anticuerpo (30), Alterociones simila 
res so ban observado on cadenas K do ratones NZB (49). La se­
cuencia do nucledtidos do los genes de una de estas cadenas -



-17-

revel6 cambios discretos que diferion de lo secuencia presen­
te en la lineo germinal y que dobon cuenta de la secuencia —  
amino écido observado,(25), Aunque se desconocen las bases mo 
leculores para estas mutaciones puntuales, se ha sugerido que 
su origen esté en los cambios de secuencia que acompoMan a la 
recombinacién V/j en los que porticipa un sistema de repara—  
cién del DNA que por un error podria dispersar los cambios a 
considerable distoncio del sitio de recombinacién (50), Sin - 
embargo, a pesor de lo atractivo de la sugerencia, tal error/ 
no explicorio la aparente especif icidad que sugieren las alte^ 
raciones localizodos, La solucién a este problema debe venir/ 
de la observacién de un mayor numéro de secuencias de regio—  
nés V.

La Figura 4 représenta un esquema de los reordeno—  
mientos del DNA embrionorio y procesamiento del RNA conducen-
tes a la expresién de cadenas ligeros X (A) y K(B).

1.1,4.2. Cadenas £esodas.
Controriomente a lo que ocurro en las cadenas lige-

ras, los 4 segmentes J de las cadenas pesodos, (5l), no se
asocian directomente con los segmentos V^.

Evidencio de ello noce de los estudios en mielomas/ 
de rotén (21, 44) donde ciertos residues de la rogién hipervo 
riable no se encuentron codificodos en el segmente ni en - 
el de la linea germinal.

La reciente identificocién de unos segmentes de DNA 
que dan cuenta de los codones necesarios para former la cade- 
na compléta (35, 38), hon confirmado la suposicién de la necê 
sidad de segmentes odicionoles de DNA, generodores de diversi^ 
dad, sugeridos por ciertos outores (52).

Estos segmentes, denominodos como D, contienen en - 
coda extreme de la porcién codificonte las mismas secuencias/
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de reconocimiento descritos en las cadenas ligeros y, como ero 
prévisible, la longitud del espaciodor en ombos casos es de - 
12 pores de bases. De esta manera las cadenas pesodos se 
unen a la régla de los 12/23 pares de bases descrito para las 
cadenas ligeros.

Es de seMalor que esta régla prohibe recombinéeio-- 
nes del tipo con o con Sin embargo, permits aigu
nas como y J^, D y o y V^. Esta puede ser la razén - 
de que las très families multigénicos (K, X y H) esten distr^ 
bufdas en très cromosomas diferentes,

Logicamente, el reordenamiento del DNA que conduce/ 
a la formocién del gen native de la regién variable requiere/ 
dos recombinaciones (V/O y D/j) con los deleciones correspon- 
dientes de las secuencias intermedias (35, 53, 54).

1.1.4.2.1. El switch (cambio) de las cadenas pesodos,
Mientras que la estructura y el reordenamiento de - 

los genes de las cadenas ligeros y pesodos son similares en - 
ciertos ospectos, existe un gron numéro de diferencios que —  
oModen més interés al sistema de las cadenas pesodos.

La diferenciacién del linfocito B conlleva la opor^ 
cién iniçial de cadena p en el citoplosmo de una célula pre- 
B (55) seguida por la oporicién de IgM en la superficie (56, 
57) y frecuentemente IgD (58), La especificiddd e idiotipo de 
ombos molécules expresodos sobre la mismo célulo son idénti—  
COS, lo que sugiere que sus regiones V también la son (59). - 
Ademés, la moduracién del linfocito puede causer la pérdido - 
de la produccién de IgD sin olterar la produccién de IgM y, a 
menudo, la de una nuevo close de inmunoglobulino. Su desorro- 
llo puede conducir a une eventual pérdido de la produccién de 
IgM, dedicéndose la célulo a la produccién exclusive de cual-
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quiera de las closes (M secretodo, G, A o E), Este proceso —  
que permite el cambio del components de la regién constante - 
de la cadena pesada mientras se mantiene la mismo regién V rê  
cibe el nombre de Cambio de closes de las cadenas pesodos.

Por tanto, cualquier modelo que trate de explicar - 
la organizacién y expresién de los genes de las cadenas pesa- 
dosnecesorlamente ha de dar cuenta de este fenémeno.

Lo produccién simulténea de IgM e IgD puede expli?- 
carse sin necesidad de recurrir a reordenamientos del DNA. En 
estudios recientes de clonaje (60) se ha estoblecido la posi- 
cién relotivo de los genes de las coderas pesodos X y ô, los/ 
cuales se encuentron contiguos en la direccién 5'/3* y sépara 
dos por oproximodomente 2.5 kiloboses. La proximidod de estos 
genes, su orientacién, el hecho de que ombos cadenas pesodos/ 
esten osociodos con la mismo regién V y el hecho de que un —  
splicing alternative parece explicar la expresién simulténeo/ 
de cadenas p de membrono y secretodo indujeron a sugerir que 
las cadenas p y 6 provienen de un procesamiento diferenciol - 
de un RNA precursor,

Sin embargo, para el resto de la fenomenologfo no - 
se ho encontrodo oén una explicacién sotisfactorio, A pesor - 
de la existencio de vorios modelos: Insercién secuenciol (61), 
insercién méltiple (62) y postronscripcionol (63, 64), solo—  
mente el modelo de la delecién olélico (65, 66, Figura 5 ) pa­
rece dar cuenta de los dos tipos de recombinacién somético oc 
tualmente odmitidos como necesarios (44) para la generocién - 
de los genes complétés de las cadenas pesodos. Evidencio expe^ 
rimentol de las deleciones previstos en el modelo hon sido -- 
también descritos (67, 68).

El mecanismo por el que se produce el segundo tipo/ 
de recombinacién (sustitucién del exén codificonte para la rê
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giSn constante (i por otro codificante para otra clase) no es­
té aclarodo, ya que esto parece necesitar una gran variedad - 
de sitios de recombinacién situados en los intrones que flan- 
queon coda uno de los genes. El descubrimiento de secuencias/ 
repetitivas (69) o especïficas para cada gen (44) en estos in 
trones no hace més que destacar lo extrema variabilidod de —  
los sitios de cambio. Si a ello aPladimos la ausencia de se—  
cuencias complementorias como las descritos en la recombina—  
cién V/d /J, queda claro que los sistemas enziméticos que dan/ 
cuenta de ombos procesos deben ser diferentes.

La validez general de este modelo ha sido reciente- 
mente ouestionada por los mismos outores, ya que el modelo de 
delecién original predecfo que el cambio sélo podfa transcu—  
rrir en el mismo orden de los genes en la linea germinal,|i, ô, 
Y3, Yl, Y2b, Y2a, a (70, 71, 72). La descripcién de casos en/ 
los que se observa un orden inverso en el cambio (73) pueden 
ser explicados, dentro del contexte del modelo, por un siste­
ma de delecién que involucre un sobrecruzamiento desiguol en­
tre las crométidas hermanos (72).

La Figura 6 muestra un esquema-resümen de los meca- 
nismos que gobiernan la expresién del repertorio, aunque en - 
el resumen expuesto no se haya mencionado el control a nivel/ 
de la expresién postreceptor.
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1.2. FLEXIBILIDAD
La movilidad confcrmacional es una propiedod general 

de las protefnos en disolucién, pero muy pocos exhiben flexi- 
bilidad segmental (74), Este tipo de flexibilidod molecular - 
facilita la tronsduccién de seMoles desde los sitios combinai! 
tes a los sitios efectores de los onticuerpos (75, 76) y jue- 
ga un popel importante en su capacidad para estoblecer unio-- 
nes multivolentes con ciertos ontfgenos tales como los presen 
tes en virus, bactéries y superficies celulares. Lo importon- 
cia radica en que las multiples interacciones provocan un au- 
mento de lo avidez intrfnseca lo que a su vez aumento la efi- 
ciencio de la reaccién inmune,

Lo flexibilidod segmental dentro de lo moléculo do —  
IgG que permite a las regiones Fob odoptor uno variedad de -- 
orientaciones espaciales con respecto ol Fc (80) osi como va­
rier la distoncie entre los sitios combinantes del anticuerpo 
situados en los extremos distales de los Fob estén mediodos - 
por la regién gozne.

La regién gozne de lo IgG, compuesto de unos 15 re- 
siduos que unen las regiones de homologia C^l y Cy2 en coda - 
une de las cadenas pesodos, présenta una estructura lineal, - 
es muy susceptible o la rupturo proteolltica y juego un impojr 
tonte papel estructurol dentro de la moléculo de anticuerpo./ 
As£, los puentes disulfuro intercotenorios que unen las cade­
nas H estén locelizodos en esta regién y sirven para montener 
une rfgida relacién especial, entre los dos dominios Cy2 que - 
no muestran esociocién no covalente significotiva (77, 78), - 
Ademés, esta regién que es codificodo por un exén diferente - 
(79) octua como un espaciodor minimizondo lo poblocién de es- 
todos conformocionoles en los que se alconzo una osociacién - 
entre la regiones Fob y Fc.
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Evidencio para la existencio de flexibilidod segmen 
tal noce de las micrograffas electrénicas obtenidas con onti- 
cuerpos en combinocién con haptenos divolentes (01). En estos 
complejos los brozos Fob se extendfon en éngulos aporentes de
0 a 1808 uno con respecto del otro. Yo que los regiones Fob - 
son rfgidos y compactas (80) ese omplio morgen dé voriobi1i- 
dad debe provenir de olguno flexibilidod en lo regién gozne - 
que posee uno estructura relotivamente obierto (82). Sin em—  
bargo, la probable distorsién inducido por la combinocién con
01 hopteno osf como la representocién bidimensionol de uno es 
tructuro tridimensional limitan la posibilidod de obtener me- 
didos cuontitotivos del grado de flexibilidod inherente o es­
tas moléculos,

Postoriores medidos de despolarizocién de la fluorés 
cencia, dependiente del tiempo (83, 84), osf como estudios de 
tronsferencio de energfo entre los sitios combinantes (85, 86) 
confirmoron los movimientos relatives entre los fragmentes —  
Fob y Fc aunque los estudios encaminodos a définir la forma - 
compléta de la IgG en solucién dejon olgén margen o la especu 
locién, ya que es probable que la unién del antfgeno pueda fa 
vorecer una conformocién del anticuerpo que sea termodinomica 
mente estoble pero que no esté especiolmente favorecido en el 
anticuerpo libre én solucién (87).

Es obvia la importancia de los dates que se pueden/ 
obtener como consecuencia de la reduccién de los puentes di —  
suifuro intercodeno pesada de la IgG. Es conocido que esta rê  
duccién interfiere con su copocidod de octivocién de comple^m- 
mento (88, 89), copocidod de oglutinocién (90) y con su unién 
o receptores celulores (91, 92) ounque no ofecte o su reoc*-- 
cién con el factor reumotoide (93). Aunque determinodos onéli 
sis hon sido incopoces de detector cambios conformocionoles -
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consecuontes a la reduccién de la IgG (94,96,97,98),estudios de 
depolorizocién de lo fluorescencia (95) proporcionan eviden-- 
cia di recta de que los puentes disulfuro intercotenorios res- 
tringen la flexibilidod en la moléculo native; este hecho que 
do indirectamente confirmado por los experimentos de oglutino 
cién reolizodos por Romans y col, (90),

En estos estudios onticuerpos IgG incomplètes con - 
especificidad para ontfgenos eritrocitorios se convierten en 
oglutininos directas, tanto en fose soluble como en complejos, 
por reduccién suave. Este hecho puede explicarse si se consi­
déra que tras la reduccién debe logrorse suficiente libertad/ 
como para permitir una conformocién extendido en las regiones 
inter Cy2-Cy3 dando lugar a la oporicién de un nuevo gozne en 
las mencionadas regiones (90, 98), Esto es posible porque los 
dominios 0^3 se mantienen fuertemente osociodos medionte in—  
teracciones no covalentes (78) mientras que los dominios Cy2/ 
no exhiben ninguna interoccién lateral significotiva. Como —  
consecuencia de ello se altéra la relacién geométrico exister» 
te entre estos éltimos dominios y la expresién de algunas fun 
clones biolégicos (99).

Actualmente la funcién biolégica de la regién gozne 
permanece sin esclorecer; sin embargo, la singularidad de su/ 
estructura, su oparente evolucién independiente y su conserva 
tividad filogenética cpunton a la importancia de su existen-- 
cia. Aunque ciertos outores consideran a esta regién como un/ 
dominio degenerodo y colopsodo (ICXD), la limitacién en la ex­
presién de funciones efectoros por inmunoglobulinos potolégi- 
cas carentes de ello es una pruebo de la significocién funcio 
nal de esta regién ( lOl, 102). El limitodo grado de flexibil,! 
dad segmentai observado en estas protefnos potolégicos, como/ 
consecuencia de la fuerte osociacién entre las regiones Fob y
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Fc, implica a estos dominios como recfprocos limitadores de - 
su flexibilidod intrfnseca, ademés de contribuir junto con el 
gozne a la restriccién de la flexibilidod total do la molécu- 
la do IgG, Preponderancia en la modulacién por parte del Fc - 
(103) o de los Fob (104) queda aén por esclorecer.
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1.3. MULTIFUNCIONALIDAD
Los onticuerpos se hon revelcdo como uno de los efe£ 

tores macromoleculores de funcionalided més diverse en lo na- 
turoleza. Sin embargo, oun teniendo presente lo abundante li­
terature sobre el tema, se sabe muy poco acerca de los meca-- 
nismos molecule res que median sus funciones biolégicos. No —  
obstante es bien conocido que los sitios efectores residen en 
la regién constante y particulormente en la regién Fc de la - 
molécule.

1,3.1. Estructura del fragmente Fc,
El fragmente Fc de la inmunoglobulino G humane, FCy, 

comprends la regién COOH-terminal de las cadenas pesodos, en­
tre los residuos 223 (Thr) y 446 (Gly) para la IgGl (105), Es 
un dfmero unido covolentemente medionte puentes disulfuro en/ 
su extreme NHg-terminal y por numerosos fuerzos no covalentes 
en su regién COOH-terminal, Code une de las cadenas polipept£ 
dicas que componen el fragmente esté plegodo en dos dominios/ 
globulares, denominodos Cy2 y Cy3.

La estructura cristalina del fragmente FCy se ho de 
terminado a 4 X (106) y o 3,5 1 (78) de resolucién, Estos do­
tes^ junte con los més detollodos obtenidos recientemente — - 
(107, Figura 7 ) a partir del refinamiento a 2,9 1 configuron 
las llneas générales de lo que a continuocién se resume,

- Coda uno de los dominios 0^2 y 0^3 esté plegodo - 
en dos capas de estructura en hoja p-antiparalelo que englo—  
ban un interior predominantemente hidrofébico incluido el —  
puente disulfuro intraçaténorio que las une, tfpicas de todos 
los dominios de las inmunoglobulinas. Ambos dominios estén co 
nectodos por un segmento que se extiende desde Ser 337 hosto/ 
Glu 342 y que es relotivamente susceptible a la roturo proteo
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Figura 7.- Esquema tridimensional de las posiciones 
de los y los centros de unidodes de - 
hexosa del fragmente Fcyl
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Iftica (108).
- Los dominios Cĵ B presenton uno fuerte interoc---

ci<5n lateral de naturaleza similar a la descrito para los df- 
meros en el frogmento Feb (109, llO. Ill, 82),

- Los dominios 0^2 no contactcn directomente entre/ 
sf, sino que lo hocen, de forma d^bil, a través del ozdcor - 
que porciolmente lo recubre»

1.3.1.1. El dominio 0̂ ,2 y el carbohidrato.
No se ho podido interpreter la densidod electrdnico 

correspondiente al segmento Thr 223 - Gly 237, que incluye lo 
totolidod de lo region gozne y los puentes disulfuro interco- 
denos pesadas, ya que es uno zona procticomente sin contactes,

Lo capo 1, que es equivalents a la coro C de conto£ 
to en los dominios C^, C^l y 0^3 est<5 constitufdo por cuatro/ 
bandas: Ser 239 a Phe 243, Thr 256 a Val 264, Lys 290 a Tyr - 
296 y Thr 299 a Leu 309. La capo 2 consto de très bandas lar­
gos: Lys 274 a Vol 279, Glu 318 a Asn 325 e Ile 332 a Ile 336 
y uno corto que comprends los residuos Vol 282 a Val 284 (Fi­
gura 8 ).

El carbohidrato, constitufdo por 12 unidodes de he­
xosa, de las cuales 9 han sido interpretados en el modelo re- 
finado, se une a la Asn 297 situodo entre las bandas 3 y 4 de 
la copo 1.

El contacte no covalente del carbohidrato con el do 
minio 0^2 involucre 14 residuos polores e hidrof6bicos del do 
minio, esenciolmente de las bandas 1 y 2 de la cara C, de los 
cuales 6 estdn dentro de la distoncio posible de formocidn de 
puentes de hidrdgeno con dtomos suyos. Con olguno excepcidn,/ 
todos los residuos del C^2 implicados en este contacte estdn/ 
en anélogo posicidn estructurol que los del dominio C^3 invo- 
lucrados en el contacte interdominio C^3-C^3. Esto sugiere —
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que al azLtcar, en el C^2, proporciona un sustituto para el —  
contacte interdominio y presumiblemente ayuda a estabilizor - 
la estructura de esta region.

Es interesante examiner los causas por las que el - 
dominio C|̂ 2 no puede cgregor, Mientras que estudios de homolo
gfa de secuencias sugieren una estrecha relacién con los ---
otros dominios constantes y s<5lo una relacién distante con —  
los dominios V, la comporacién tridimensional establece una - 
estructura intermedia (présenta las osas caracterfsticas de - 
los dominios V y C, relacionodos con lo agregacién, pero en - 
manor tamoMo). Si a ello oModimos que el ozucor esté especio^ 
mente fijodo y que olgunos de los residuos hidrofébicos, res­
ponsables de la interoccién lateral entre los dominios C^3, - 
estén reemplazados por grupos polores en el C^2, la formacién 
del contacte parece imposible.

Sin embargo, résulta curioso observar que la p^-mi- 
croglobulino, représentante de los dominios libres en solu— - 
cién, présenta, a nivel secuenciol, mayor homologfa con los - 
dominios C^3 que con los C^2 (112).

1.3.1.2. El_dominio_C^3_y_los_contoctos_C^3-C^3 ^ 9^2-C^3.
Cuatro bandas de hoja p-ontiporaiela forman la cara

de contacte: Glu 342 a Leu 351, Glu 362 a Tyr 373, Asn 390 a/
Leu 398 y Ser 403 a Asp 413, estando severamente distorsionada 
la geometrfa de la hoja p en los residuos de Pro 343, 346, -- 
395 y 396. En la segundc cara las hojas p estén formodos por/ 
los residuos Ile 377 o Glu 382, Val 422 a His 429, Tyr 436 a/
Leu 443. De la mismo manera que en el dominio C^2, un cuarto/
segmento corto oparece formado por les residuos comprendidos/ 
entre Gin 386 y Glu 388 (Figura 9 ). En el extreme C-terminol/ 
los residuos 444 a 446 quedan sin définir.
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Al contacte C^3-C^3 contribuyen 27 residuos de coda 
dominio, la mayorfa de los cuales estdn en posiciones homdlo- 
gos a las que participan en el contacte en el Fob (02,
113).

El contacte C^2-C^3 tiene 1/3 del tomoRo del conto£ 
te Cj_j3-Cj_j3, definido en termines de disminucicSn de la superf£ 
cie accesible. Los segmentes que los median son homdlogos de/ 
los existentes entre V y C en el Fab. Los diferencios entre - 
las simetrfas locales entre ombos dominios reflejon cierta —  
flexibilidod en esta regién.

Es de notor la conservâtividod de Leu 251 como el - 
residue hidrofébico més importante del contacte C^2-C^3 (114), 
Este residue oparece conservado en la IgG humono, de rotén, - 
coboyo y conejo; en la IgA humono y en el dominio C^3 de la - 
IgE.En el dominio C^3 de la IgM el residue homélogo es Ile; - 
ello oRode evidencio a que el dominio constante C^3 de la IgM 
e IgE se porecen ol C^2 del FCy. Otro residuos implicados en/ 
este contacte que estén oltomente conservodos son: Pro 247, - 
Met 252, Lys 338, Pro 374 Asp 376, Ile 377 y Glu 430. Asimis- 
mo el puente saline entre Lys 330 y Glu 430 parece jugor un - 
importante papel en este contacte, como lo sugiere su gron —  
conservâtividod.

1.3.2. Funciones efectoros.
Ademés de la unién del antfgeno, denominodo funcién 

primario, los onticuerpos realizan uno serie de funciones bio 
légicos conocidos genericomente con el nombre de "Funciones - 
efectoros", Desde uno perspective evolutive la funcién de re­
conocimiento antecede filogenéticomefite al resto de las fun-- 
ciones exhibidos por las mpléculos de anticuerpo (115).

Estas funciones (Tabla 1) juegon dos tipos de pope
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TABLA I

PROPIEDADES EFECTORAS DEL FRAGMENTO Fc^ HUMANO

Propiedades Depondientes de Antfgeno
- Fijocién de Complemento (Vfo Clésicc)
- Actividod Opsénico (Neutréfilos, Monocitos)

Propiedades Independientes de Antfgeno
- Unién a Superficies Celulares

Macréfagos 
Linfocitos 
Neutréfilos 
Células K

- Regulacién del peso a través de membranes
Placenta
Epitelio Intestinal

- Regulacién del Catabolisme
- Anofiloxis Cuténeo Posivo
- Interoccién con la Protefno A del S. Aureus
- Interoccién con Foctores Reumotoides
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les fundamentales.
a) Independientemente de la unién del antfgeno, lo/

funcién efectoro puede posibilitar lo presencio 
del anticuerpo en una localizacién particular pa 
ra proporcionar un encuentro posterior con el po 
sible antfgeno.

b) Tras la unién del antfgeno lo funcién efectoro - 
cmplifico las consecuencios fisiolégicos de la - 
unién que, generalmente, conducirén a la élimina 
cién de éste,

Desde que Porter (116) demostré que la molécula de/ 
anticuerpo podfa escindirse en dos frogmentos funcionolmente/ 
octivos. Fob y Fc, hon sido muchos los intentos encaminodos a 
identificor fragmentes de menor tomoRo que dieron cuenta de - 
las funciones expresodos por el conjunto de la molécula.

La "hipétesis de los dominios" (105), que postula - 
que coda funcién exhibido por la moléculo puede ser més preci 
samente locolizado en codo uno de los regiones de homologfo - 
caracterfsticas de las inmunoglobulinas, ha sido ompliomente/ 
corroborodo en el coso de la unién al antfgeno y octivocién - 
del complemento por la vfo clésico. Sin embargo, no ocurre lo 
mismo con otros funciones a las que, como veremos més odelon- 
te, es imposible actualmente osignorlos a uno de los.dominios

Como la experimentocién, en general, se llevo a co- 
bo utilizondo fragmentes que englobon uno o vorios dominios,/ 
la incopocidod funcionol mostrodo por un determinodo fragmen­
te puede no ser representative de la situacién en la molécule 
compléta. La euténtico rozén de esta incapacidod podrfo rodi- 
cor, en olgunos casos, en los cambios conformocionoles que ho 
yon ofectodo al sitio efector, como consecuencia de su sépara
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cién de la molécule compléta,

1.3.2.1. Acjkivocién_de £omp^emento £v£a_C^é£i£oj_.
La iniciacién de esta ruto tiene lugar como conse—

cuencio de la unién de Clq, uno de los très subcomponentes —
del primer components de este sistema, a complejos -ontfgeno--
onticuerpo o a ogregodos inespeclficos de inmunoglobulino
(Clq tombién se une a inmunoglobulino monomérico aunque con -
mucho menos afinidod (117)), Como consecuencia de esta unién/
se produce uno olterocién en el Clq (122, 123, 124) que permi

2 + ~te la estabilizocién del complejo Clr^-Co -ClSg o la vez que 
la outoactivacién de sus subcomponentes, de manera que el Cls 
activodo, que tiene actividod peptidoso, octua sobre C4 prime 
ro y sobre C2 después determinondo la formacién de un comple­
jo enzimético, la C3-convertoso. (C42), con especificidad én£ 
co para C3, el cual résulta escindido. Uno de los frogmentos, 
el C3b, se queda unido al C42 formondo otro complejo molecu­
lar, el C423, con actividod enzimético sobre C5 por lo que re- 
cibe el nombre de C5 convertoso. La accién del complejo so—  
bre C5 produce un fragmente, el C5b, que junto con el resto - 
de los componentes del complemento C6, C7, C8 y C9 forman lo/ 
que se denomina unidod de otoque a la membrane o complejo if- 
tico, cuyo accién conduce a la rupture de la membrane celulor 
sobre la que se ha ubicado.

En la Figura 10 se esquemotizo este proceso, opore- 
ciendo sePialodo oquellos frogmentos polipéptfdicos que como - 
consecuencia de la octivocién de ciertos componentes son libe 
rodos y poseen actividod biolégica propio.

1.3.2.1.1. Estructura del Clq.
El Clq es una protefno con peso molecular de 400000
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Dalton formado por 18 cadenas peptfdicas, 6A, 68 y 6C, cada - 
una de las cuales tiene alrededor de 200 amino dcidos y un -- 
contenido en ozdcor de 12, 8 y 4% respectivomente (121),

Los énalisis de aminodcidos de las très cadenas —  
mostroron un elevodo contenido en glicocolo (18%) osf como en 
hidroxilisina (2%) e hidroxiprolino (5%), no habiéndose detec 
todo estos dos ultimos cminocScidos en otros protefnos séri —  
cas, Estos resultodos, junto con la presencia moyoritaria de/ 
hexosos neutres en el azdcoc eron semejantes a los encontre—  
dos en colégeno y protefnos de membrono basai y sugerfan la - 
presencia de estructuros colagénicos dentro del Clq,

Los estudios de secuencia (122) confirmoron estos - 
dotos y mostroron que las très cadenas son muy similares, te­
niendo code une de ellas alrededor de 80 residuos de secuen—  
cios tipo coldgeno cerca de su extremo N-terminol.

La secuencia N-terminol de la cadena B, entre los r£ 
siduos 6 y 89, tiene un triplets repetido Gly-X-Y donde X es/ 
a menudo prolino e Y hidroxiprolino o hidroxilisina. Los code 
nos A y C tienen secuencias similares entre los residuos 9-89 
y 3-89 respectivomente, A excepcién de pequeRos cambios, hoy/ 
una secuencia continua en las très cadenas cuyo similitud con 
el colégeno se rotifico por la presencia del disocérido goloc 
tésido del glucose como sustituyente en el 82% de los resi— - 
duos de hidroxilisina (123). La secuencias de los restantes - 
lie residuos C-terminoles, no cologénicos presenton uno homo­
logfa superior para las très cadenas e incluyen en coda uno - 
un puente disulfuro introcatenorio,

El Clq cuondo se reduce y somete a electroforesis - 
en gel de poliocrilomido, en presencia de SDS, muestra las -- 
très bandas correspondientes a las cadenas A, B,y C, en igua- 
les cantidodes. Si se omite la reduccién sélo se distinguen -
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dos bandas correspondientes a dos subunidades de peso mole­
cular 46000 y 48000 Dalton, La subunidad aparentemente ma­
yor contiens un dfmero de las cadenas A y B, mientras que - 
la menor es un dfmero de cadenas C. Los rendimientos relat^ 
VOS sugieren una relacién de 6 dfmeros A-B por 3 dfmeros —  
C-C (124).

Los estudios de microscropfo electrdnico (125) —  
muestrcn que la mol^culo est<5 compuesto de 6 regiones globu 
lores periféricos, de seccidn circular, que estdn unidos —  
por una bondo conectonte a una porcidn central de noturole- 
20 aparentemente fibrilor y de forma aproximodomente recton 
gular. Cuondo las preporociones de Clq son trotodos con pe£ 
sino , las microgroffos sugieren que las porciones globulo- 
res perif^ricos ban sido digeridos. Sin embargo, cuondo la/ 
mol^culo es digerido con colagenosa, solamente se visuoli—  
zon fragmentes que corresponden a las regiones perif^ricos/ 
individuoles o ogregodos.

Evidencio m<5s directa para la presencio de estruc 
turo en triple Hélice en el Clq viene de los estudios de d^ 
croismo circular de la moléculo Intacta y del fragmente ob- 
tenido de la digestion con pepsino (125). La oporicién en - 
la moléculo native de une bonde de elipticidod positiva a - 
230 nm es une bueno indicocién de la presencio de estructu- 
ro cologénico, ounque su pequeMo mognitud y su relotivomen- 
te alto desplazomiento respecto a la bonde coracterfstica - 
(220 nm) sélo pueden explicarse si se odmite une cierto con 
tribucién de hélice a o estructuro p. Este date es consis­
tent# con el hecho de que la banda antes mencionoda se des­
place a 223 nm cuondo se realize el espectro del fragmente/ 
pepsfnico. La desoporicién de ombos bondes (230 y 223 nm) - 
como consecuencio del trotomiento con colagenosa confirma -
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la presencio de estructuro cologénico en la moléculo native.
Tonto el Clq native como su fragmente pepsfnico - 

muestron une temperature de fusién que es 109C superior a - 
le del colégeno. Se ho postulodo que le ogregocién de les - 
triples hélices es la cousante de este propiedod yo que se/ 
sobe que le ogregocién de molécules de coldgeno produce un/ 
efecto estobilizonte contra le desnoturolizocién térmico —  
(126).

Estes resultodos son coherentes con el modèle es-
quemotizodo en le Figura 11. En él les 18 cadenas estan --
osociodas a trovés de sus regiones tipo colâgeno pore dor una 
estructuro hexomérico que recuerde a un rcmillete de tulipe 
nés. Los recientes dotos de dispersion de bojo Ongulé de —  
neutrones confirmer estes dates asf como une estructuro un^ 
ce y obierto (127).

1.3.2.1.2. Le uniOn onticuerpo-Clq.
Los regiones globulores periféricos del Clq con-- 

tienen los sitios de uniOn pore le regiOn Fc de los onti--- 
cuerpos (128). Tombién es sobido que les estructuros del on 
ticuerpo responsables de le uniOn de le uniOn rodicon en el 
dominio Cj_j2 de le IgG (129) yo que este regiOn se muestro - 
ton eficiente, en base molor, como le molécule complete o - 
el Fc en su copocidod de octivociOn del complemento por la/ 
vfo clOsico. Sin embargo, no existe ningun modelo convincen 
te que define le topogroffe precise y le noturalezo qufmico 
de los centres efectores.

Dodo le complejidod oporente del sistemo, se hon/ 
ensoyodo varies eproximeciones en un intente de définir es­
truc turelmen te el sitie efector del C^2.

Les Onolisis cri telogrOficos de inmunoglobulinas/
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han sido incapoces de proporcionor una clora relacl6n estruc 
tura-funci(Sn (78, 107, 130). Andlisis comparatives de se —  
cuoncia de amino6cidos de inmunoglobulinas que difieren en 
su copacidad de activar complemento sugieren la participa—  
ci<Sn de un segmente lineal del C^2 que se extiende desde —  
Lys 290 o Gin 295 (131). Sin embargo, un ânalisis prédicti­
ve que combina les dates cristalogrdficos, les secuencias - 
de aminodcidos y la modificacidn qufmico, apunto hocio las 
des bandas p C-terminoles del dominio 0^2 , Gly 316-Lys 340, 
como un posible sitio de unién (132),

La noturalezo de los residuos implicodos es, asi- 
mismo, desconocida. Se ho sugerido la porticipociân de code 
nos latérales idnicos fSor la copocidod de una omplio vorie- 
dod de sustancios de cordcter i<5nico de unir Clq o inhibir/ 
la interocci<5n IgG-Clq (133-137). El efecto inhibitorio es, 
normolmente, mayor para aquelles compuestos idnicos que ode 
mds son de noturalezo oromdtica. Algune de elles, cerne el - 
1-anilinonoftolen-8-sulfonoto de mognesio, el 2,5-diominoto 
lueno o la menodiono se unen especificomente a la porci<5n - 
N-terminal del dominio C^2 y se comporton corne inhibidores/ 
compétitives de la unidn de Clq (138), Ademds, se conece la 
copocidod de los pelioniones de octivor lo vfo cldsico del/ 
complemento (139) osf como la de los complejos polionidn-po 
licotidn de unir Clq (140),

Lo medificoci6n qufmico de 1 <S 2 residuos de Trp/ 
expuestos al solvents (141) del fragmente Fc produce la p^£ 
dido total de copocidod fijodoro de complemento, sin openos 
olteror la unidn de Clq (142, 143); la copocidod de activa— 
ci(5n de complemento tombién se ofecto cuondo se modi f icon - 
los restes de Lys (144, 145) o los grupos dcidos (146) del 
Fc.
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Estudios de inhibicién, utilizondo pequePSos p4pt£ 
dos sintéticos, sugieren que tanto grupos ionicos como res£ 
duos apolares en la proximidod del Trp 277 pueden contri —  
buir al sitio de uni<5n (147, 148). Niveles semejontes de in 
hibicidn se han conseguido con el p^ptido Ile 253-Ueu 306 - 
(149) y con un p^ptido de alrededor de 60 residuos pertene- 
ciente tombién al dominio 0^2 (150).

La mayorfa de estos trabajos apoyan la posibili—  
dad de que el Trp 277 est^ implicado, si no directamente, - 
si al menos como elemento estabilizador del estado conforma 
cional del sitio de uni6n, que probablemente involucra res£ 
duos de diferentes regiones del C^2 ,

Sin embargo, existen datos que sugieren que la ex 
presién de la capacidad de unir Clq por el dominio Cj_j2 pare 
ce ser independiente de la conformacidn de este dominio. —  
Inicialmente Isenman y dol. (89) demostraron que la p^-mi—  
croglobulina que fija complemento en estado notivo tombién/ 
lo hace en forma desplegada previa reduccién del puente di- 
sulfuro intracatenario que ocasiona la pérdida de su estruc 
tura tfpica para pasar a cadena estadfstica. Ademds, pépti- 
dos sintéticos mimetizadores de la secuencia alrededor del/ 
Trp 277, sin presumible estructuro secundaria, exhiben cie£ 
ta actividad anticomplementario (147).

1.3 .2 .2 . Unién o receptores celulores.

1.3.2.2.1. Unién o linfocitos.
Se han detectado receptores con afinidad para las 

inmunoglobulinas en linfocitos de diferentes especies anima 
les (151). Estudios en subpoblociones, han demostrado que - 
linfocitos T (152-156) y B (157, 158) tienen receptores pa-
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ra IgG, Similarmente se han descrito receptores pore otros/ 
isotipos. Asf, se hon detectado receptores para IgM en lin­
focitos T normales y leucémicos (159-162) y en linfocitos B 
normales y neopléslcos (163). Recientemente se han detecta­
do receptores para IgA, IgE e IgD en varias fracciones de - 
linfocitos (164-167),

En todos los cosos la interoccién se media a tra- 
vés de la regién Fc de la correspond!en te inmunoglobulina,/ 
ounque la porcién especffica implicado no esté claramente - 
definida. En particular no hoy evidencia convincente que —  
permita osignor el sitio de unién a C^2, a C^3 o a la comb£ 
nacién de ombos (92, 102, 168, 169 y 170),

No se conoce el papel que juego la unién de la iri
munoglobulino al receptor, ounque se piensa que puede estar 
implicado en procesos de regulocién de lo respuesta inmune, 
El hecho de que células T humonos, en condiciones opropio-- 
dos in vitro, puedon expresor subsecuentemente diferentes - 
receptores para Fc sugiere que células con diferente fenot£ 
po en su receptor no son més que una expresién de su dife—  
rente estado de octivocién (171).

Recientemente se ha oislodo un receptor para Fc,
en linfocitos B con actividad fosfolipasa A^ (172, 173, 174%

1,3.2.2.2. Unién a monocitos y mocréfogos.
La regién Fc de ciortos tipos de inmunoglobuli-- 

nas es también reconocida por receptores présentes en esta 
close de células fagocfticos (175). Estas células expreson 
un receptor, sensible a proteosos, que une preferentemente 
las subclases 1 y 3 de la IgG humana (176). El hecho de —  
que se puedo inhibir cruzodomente la unién o la superficie 
celular sugiere que el receptor no es especffico de espe—
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cie, de close ni de subclose (91),
La zona del Fc responsable de la unién al receptor 

celular no esté aén dilucidoda. Asf, para ciertos autores - 
(129, 177, 178) el pFC* es la regién sobre la que reside la 
actividad citofflica de la IgG para unirse a estas células. 
En sus expérimentes el dominio Cj_̂3 es tan activo, en base - 
molor, como la IgG o el Fc, Profundizando mas, Ciccimarra y 
col. (179) aislcron un péptido, que obarca los residuos 407 
a 416 al que le asignan como regién responsable de la inte£ 
accién. Sin embargo, otros autores (180, 181, 182) implicon 
necesariomente al dominio C^2 o al Fc intacto. Recientemen­
te se ha observado una disminucién en la copocidod de unién 
de la IgG reducido o su receptor (102, 183), lo que apunto/ 
hocio esta ultimo posibilidod.

La unién con el receptor tronscurre con una cons­
tante de afinidad que es funcién de la especie y de si el - 
onticuerpo se une en forma monomérico o formondo complejos/ 
con el antfgeno correspondiente. Los valores oscilan entre/ 
10^-10 M ^, El némero de receptores por célulo varia entre 
lofy 10^ (184, 185, 186),

No esté cloro el mécanisme por el que el anticue£ 
po media la endocitosis del antfgeno pero porece ser que lo
reticulocién de los receptores, como consecuencio de la ---
agregacién del onticuerpo por su antfgeno, provoco una oltie 
rocién en la membrano que conduce a la fogocitosis del com- 
plejo por un meconismo que requiers energfo (187, 188),

1.3.2.2.3 . Unién a mostocitos y boséfilos.
La IgE es copoz de unirse, en ousencio de antfge­

no, a los receptores présentes en este tipo de células, Los 
constantes de unién para la interaccién oscilan entre lO®—
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lO^ (189, 190, 191).
Ya que el fragmento Fc^ es capaz de bloquear la - 

sensibilizacién pasiva de la piel (192), se asigna a esta - 
regién la propiedod de medior la unién con los receptores,/ 
Sin embargo, ensayos encominodos a locolizor el sitio cito- 
fflico dentro de esta regién han resultodo infructuosos, El 
hecho de que los receptore no unon IgE que hoya sido reduc£ 
do o calentoda a 56@C (193, 194) apunto a una posible irnpl^ 
cacién de los dominios C^3-C^4.

Minta y Pointer (195), en un ensoyo de onofiloxis 
cuténeo pasiva, mostroron que esta reaccién era inhibido —  
cuondo se administrobo el dominio Cĵ 3 de la IgGl humana jun 
to con el onticuerpo sensibilizonte, Estos resultodos no —  
coinciden con los sugeridos por otros autores (196, 197, -- 
198). Ovary y col, (l8l) postulon que es el Fc intacto la - 
regién necesorio para expresor esta funcién.

El descubrimiento de que onticuerpos dirigidos —  
contra el receptor, o los fragmentes F(ob*)g de estos anti- 
cuerpos, pueden inducir la liborocién de los mediodores pre 
sentes en los grénulos de los mostocitos, facultod que no - 
posee el fragmente Fob’, sugiere que es el reticulado de —  
los receptores celulores, y no la IgE en sf, el responsable 
de la liberocién de los mediodores (199).

1.3.2.2.4. Unién a neutréfilos.
Messner y Jelinek (200) demostroron en gronuloci- 

tos la presencio de receptores para IgG, La interaccién era 
mediodo por la regién Fc. Més torde (91) se demostré que es 
te fenémeno era dependiente de subclase observéndose que, - 
en el coso de la IgG humana, la groduocién -IgGl-IgG3>IgG2^ 
IgG4- era la mismo que en monocitos. Este doto sugerfo que/ 
las mismos o similores estructuros del Fc estobon involucra
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das en la interaccién con todas las células fagocfticas.
Barnett-Foster y col, (201) sugieren que el sitio 

de unién de la IgGl es dependiente de la estructuro cuoter- 
nario compléta del Fc, ya que ni la IgG o Fc reducidos ni - 
el pFc' son actives en su ensoyo de inhibicién de rosetos./ 
La participacién del dominio 0^2 (102) como un principal me 
diodor de la funcién confirme indirectemente el doto antes/ 
mencionodo.

El hecho de que tonto las dos subclases de la IgA
humana como la IgA secretoro tengon copacidad de unién a —
neutréfilos, y que no se hoya observado inhibicién por por­
te de la IgG a los receptores indicon la existencio de dis-
tintos receptores para ombos closes (91).

El mécanisme de la fogocitosis, al iguol que en - 
mocrofégos, se basa en que la formocién de complejos inmu-- 
nes entre el antfgeno y la inmunoglobulino aumento la ovi—  
dez del complejo por la superficie celular, Ademés, la ret^ 
culacién de estructuros de esta superficie do lugor a la l£ 
berocién de mediodores y fogocitosis del complejo por un me 
conismo que requiere energfo.

1.3.2.2.5. Paso a trovés de la placenta,
Lo tronsferencio de inmunoglobulinos de la modre/ 

al hijo, ocurre prenotolmente en el hombre, posnotolmente - 
en el cerdo y durante ombos foses en el conejo, rota y ro-- 
tén. El transporte prenatal ocurre a trovés de las membra­
nes plocentorios en el hombre o en las del soco embrionorio 
en la rota y rotén y es especffico para la close IgG (202,/ 
203). Se desconoce la causa por la que otros isotipos tie—  
nen impedido su transporte,

Estudios cinéticos sobre la especificidad del —
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transporte (204, 205, 206) muestron que en especies dcndo - 
hoy une tronsferencio selective de IgG, la IgG homélogo es/ 
tronsportoda preferentemente respecto a la heterélogo, — -- 
ounque el transporte de esta ultimo tombién tiene lugor. In 
cluso dentro del sistemo homélogo, porece hober una copto-- 
cién preferente de los componentes electroforéticomente més 
lentos respecto a los més répidos.(207).

El primer peso en el transporte plocentorio en el 
hombre, es la unién a un receptor en la membrane sincitio—  
trofobléstica, Se han postulodo vcrios modelos para dor -—  
cuer.to del transporte (208-211), pero en todos ellos se ev£ 
dencio el desconocimiento actual que se tiene respecto o —  
los mécanismes que regulon la formocién de vesfculos en cé­
lulas eucoriéticos.

La unién de IgG es especffico y saturable con un/ 
orden de afinidad IgGl«IgG3>IgG4>IgG2, El Fc muestrc las —  
mismos corocterlsticos de unién que la IgG (212).

La reduccién y olquilocién de los puentes disulfu 
ro reduce en gron medida la interaccién de la IgG con el —  
receptor (212). Este mismo efecto se ho observado con una - 
IgG corente de la regién gozne (213).

Los fragmentes correspondientes a los dominios —  
C^2 y Cj_|3 no se unen por sf sélos (212, 213), por lo que - 
se ho propuesto que la zona de contacte C^2-C^3 debe permo- 
necer inolterodo, involucrondo de olguno monero la partici­
pacién de los dos dominios.

1.3.2,3. j[n^eiraccWn con ^o_PiroWfna A de]̂  S._oureus.
La Protefna A de la pared de S. aureus es capaz - 

de unir lo regién Fc de la IgG de diferentes especies. La - 
interaccién provoca una reticulacion de los Fc y los comply
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jos formodos pueden unir complemento (314-218). Més reciente­
mente (219) se ho confirmodo quo lo unién del fragmente B, FB, 
de este pfrotofno ol Fc no interfiere con lo unién al Clq,

En el hombre, lo reactividad esté morcodo por una/ 
cloro especificidad respecto a la subclass, de manera que lo/ 
XgG3 no se une mientras sf lo hacen las otros tres subclases/ 
(220, 221).

Aunque siempre se ha descortado la participacién i£ 
dividual de los dominios C|̂ 2 y g^3 como mediodores de la —  
unién, lo cuol indirectamente sugerio la necesidad de mante—  
ner intacto la interaccién C^^-C^3, sélo recientemente y gra­
cias a los estudios critalogréficos se ha demostrado que el - 
sitio de unién esté localizodo en eso zona de contocto (107,/ 
222). En ellos se muestro que el fragmento B de la Protefna A 
hace dos tipos de contacte con el fragmente Fc. El mayor de - 
ellos, contacte 1, involucra residuos de los dominios C^2 y - 
C^3 del Fc osf como las regiones en a-hélice présentes en el/ 
FB, Este contacte es predominontemente hidrofébico y sélo 4 - 
puentes de hidrégeno entre ombos fragmentes contribuyen a la/ 
estabilizocién del mismo. Al contacte 2 solamente contribuyen 
residuos del C^3 asf como la segunda hélice del FB. La eleva- 
da contribucién del ién sulfate, presents en el medio de cris 
tolizacién, a la estabilizacién del contocto 2 sugiere que es 
un contacte del cristal y es poco probable que se de en cond£ 
ciones fisiolégicos.

El hecho de que la XgG3 humana, y su fragmente Fc,/ 
no se unan a la Protefna A tiene su explicocién segén estos - 
dotes. Asf, se ha encontrado que la His 435, que participa en 
el contacte 1, esté sustitufda, en la XgG3, por Arg.

Estudios de modi ficocién qufmico previos (223) mos- 
traron que residuos de Lys y Tyr no estobon implicodos en la/
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reactividad de la IgG. Sin embargo, los estudios cristologré- 
ficos seRolcn a lo Tyr 436 como un residue que participa en - 
el contacte 1. Recientemente se ho descrito un nuevo tipo de/ 
interaccién de la Protefna A que es mediada por los frogmen-- 
tos Ffob'lg de la IgG e IgE humanas (224, 225).

No se conoce la significocién biolégica de la acti­
vidad de la Protefna A y su posible efecto en las relaciones/ 
parésito-huésped. Asf, mientras que cepas de S. aureus, con - 
un elevodo contenido en Protefna A, son focilmente oglutino—  
dos en suero normal, también se ha observado que esta Protef­
na tiene un efecto inhibidor sobre las opsoninas termolébiles 
(226). De la mismo manera la competicién por IgG por porte de 
receptores Fc y de la Protefna A no tiene octuolmente ninguno 
explicacién, aunque sugiere una configurocién similar entre - 
los sitios combinantes de la Protefna A y los receptores Fc - 
para la IgG (227).

Recientemente se ha descrito que la Protefna A po—  
tencio la actividad "natural killer" en linfocitos humonos -- 
(228). Asimismo, se conoce su papel como octivodor policlo*-- 
nal de células B (229, 230) aunque en este coso las regiones/ 
implicodos son distintas de los descritas para la unién al —  
fragmente Fc (231).

1.3 .2 .4. _In^e£occ£én co£ £l_t£c£o£ £eumatoide .
La reaccién de los foctores reumatoides générales - 

con J .O S  déterminantes antfgenicos de las inmunoglobul inas pa- 
rece representor simplemente la consecuencio occidental o pa- 
tolégico de ciertos otributos estructuroles de la regién con£ 
tante de la cadena Y. Esos déterminantes estén locolizodos —  
dentro del fragmente Fc tonto de la IgG humana como de conejo 
(232). Sin embargo, ni los dominios Cĵ 3 (233) ni el fragment©
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Facb dan reaccién (234), aunque sf la muestra una mezcla de * 
ombos (235), Estos resultodos, junto con los de modificocién/ 
qufmico (236), sugieren una posible locolizocién de los deter 
minantes autoantigénicos en la mitad C-terminal del dominio/ 
C^2 , siendo necesorio, ol menos, uno interaccién no covolente 
entre los dominios C^2 y Cj_̂ 3 para mantener la integridad de - 
dichos déterminantes, Estos mismos estudios descorton la par­
ticipacién directe de residuos de Lys, pero involucran olguno 
cadena lateral de restos de Tyr,

Aunque es bien conocida la significocién biolégica/ 
de la interaccién de los déterminantes autoantigénicos con —  
los foctores reumctoides générales, no esté ni mucho menos —  
cloro que la etiologfa de la artritis reumatoide sea un proce
so estrictomente autoinmune (237). En un astudio reciento  --
(238) se sugiere que el contenido de écido siélico, al in— —  
fluir en la estructura de la IgG, es importante en la génesis 
del factor reumatoide. Los mécanismes responsables de la alte 
racién no se conocen, pero se pueden sugerir dos; a) activi—  
dad defectuoso de la enzima siélico transferase; b) actividad 
neuraminidase incrementada en los linfocitos B productores - 
de IgG. Este éltimo meconismo serfa compatible con la hipéte- 
sis de una etiologfa viral de esta enfermedad (239), yo que - 
ciertos virus présentas contienen neuraminidase end&gena. Sin 
embargo, este origan estrictomente microbiolégico es también/ 
cuestionoble (237),

De lo que ontece se desprende que lo dificultad bé- 
sica de interpreter y sintetizar los datos de las estructuros 
de los onticuerpos involucradas en ciertos funciones efecto-- 
ras rodico en los resultodos conflictivos que se obtienen en/ 
diferentes sistemas expérimentales y en la confusién propor—

I  ,
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cionada por las excepciones a los que estén sometidos otros - 
procesos similores. Esto se debe porciclmente ol hecho de que 
la tecnologfa requiere de uno mayor sofisticocién pero prin- 
cipalmente a las interpretaciones de datos derivodos de opro- 
ximociones bioqufmicas en las que sistemas complejos se hon - 
descompuesto en componentes y a partir de las partes se han - 
tratado de reconstruir los sistemas.

Las funciones efectoros estén basodos en interoccio 
nes protefno-protefna de més o menos especificidad pero, sin/ 
duda,.de gran complejidod molecular. Por ello el uso de sub—  
fragmentes de inmunoglobulinas puede, en muchos cosos, no ser 
representotiVO de lo realidad fisiolégico, Asimismo, el empleo 
de combinaciones heterélogos en los sistemas expérimentales - 
puede, en ocasiones, ser una fuente de artefoctos. Indudable- 
mente cualquier investigacién encaminada a dilucidar la es--- 
truetura de los sitios efectores debe tener en cuento la com- 
plejidad y especificidad de las interacciones implicodos.



2.- OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.
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El hecho de que la regién Fc de las inmunoglobuli—  
nos estoblezca el puente estructurol entre la especificidad - 
frente al antfgeno y los sistemas celulares y multienziméti-- 
cos de amplificocién hacen de ella un otroctivo sustroto para 
el estudio de las relaciones estructuro-funcién. Si a ello se 
aPtode el escaso conocimiento que se posee de los sitios de re 
conocimiento y unién de los dominios constantes y del modo —  
por el cuol son octivodos, bien en su interaccién con otros - 
mocromoléculos o como consecuencio de la unién del antfgeno a 
los dominios V, cualquier trobajo, plonteodo sobre uno metodo 
logfo fehociente, encominodo a esclarecer olguno de estos pro 
blemos quedo plenamente justificodo.

Hace olgun tiempo, se inicié en nuestro loborotorio 
une ifnea de experimentocién encaminada a esclarecer la notu- 
roleza del sitio efector de los onticuerpos para el sistemo - 
del complemento, El problème se abordé desde el punto de vis­
ta de la modi ficocién qufmico de residuos especfficos, y més/ 
concretamente de los residuos écidos. La eleccién del sistemo 
tenfa, a priori, tres ventajos; Primero, la modificocién de - 
las cadenas latérales écidas, al estar éstos habituolmente -- 
présentes en el exterior de las superficies protefcos o esto- 
bleciendo interacciones iénicas de gron importancio en el man 
tenimiento de la estructura terciario, podfo aportar datos -- 
muy valiosos sobre la funcionalidad de la moléculo. Segundo,/ 
entre los estudios de modificocién qufmico llevados a cobo en 
inmunoglobulinas ninguno de ellos hobfo realizado un estudio/ 
porolelo del efecto de la modi ficocién sobre la conformocién, 
estudio éste, por otro porte, obviomente fundamental, Terce—  
ro, ya que en el Fc reside la copocidod de octivocién de la - 
vfo clésico del complemento, la interpretocién de los datos - 
expérimentales es més simple y directe que si se reolizaro so
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bre la moléculo de IgG compléta.
La importancio de los grupos écidos del fragmente - 

Fc en octivocién del complemento quedé patente (l46 , 240 ) en/ 
base a que: a) La modi ficocién de unos pocos grupos conduce a 
une pérdida total de lo copacidad de octivocién; b) Esta pér­
dida porece ser primariamonte debida a la propia modificocién 
y no a combios conformocionales secondaries.

Sin embargo, la manifiesto potenciolidod de esta — * 
aproximocién experimental para trotor de définir la topogra—  
ffa del sitio efector de Clq necesitoba de une mayor profond^ 
zocién en el problème. Es decir, era necesorio localizar con/ 
exoctitud los grupos que hablon resultodo modi ficados dentro/ 
del Fc, y més concretomente en su dominio 0^2, y que presumi- 
blemente estobon de algén modo implicodos en la pérdida de —  
funcionalidad observado. Este fue uno de nuestros objetivos,

Poralelomente, y oprovechando la experiencio odqu£ 
rida con la modificocién qufmico de los restos écidos, se tro 
té de estudior su efecto sobre otros funciones efectoros de - 
los onticuerpos mediodos por el fragmente Fc. De esta monero/ 
y con lo antes mencionodo quedobon conformodos los objetivos/ 
générales de la presents Tesis,

Es de resoltar la importancio del objetivo mencio- 
nado en primer lugor. Ya que se ibo a tratar de localizar un/ 
determinado némero de restos écidos dentro de la molécula corn 
pleta de Fc que hobfon resultodo modificados, los posibles —  
combios de omportomiento que se oprecioron en el resto de los 
funciones a estudior podrfan, en parte, discutirse en base a/ 
la porticipacién de olguno de los restos identificados, ya —  
que en el coso del complemento el sitio de unién del Clq esté 
situodo exclusivomente en el dominio 0^2. De esto monero lo - 
oporente desconexién de los objetivos quedo sosloyodo por la/
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evidonte interrelacién que presentan.
La metodologfa realizada se basa en que es posible/ 

définir condiciones précisas de reaccién para lograr una pér­
dida selective de actividad anticomplementoria. Esta ocurre a 
5 minutes de modificocién. Sin embargo, a 1 minuto la mcdifi- 
cacién realizada apenas influye en la copacidad de activa-—  
cién del complemento, Por tonto;
Ifi,- Se aislé el fragmente Fc a partir de IgG humana en cond^ 

ciones taies que se conserven totalmente sus caracterfs- 
ticas conformocionales y funcionales.

2*.- Se modificoron selectivomente los grupos écidos con el - 
ester etflico de la glicocola previa octivocién con car- 
bodiimidos solubles en agua. La reaccién se dejo transc£ 
rrir durante 30 minutes.

39.- Se procedié a la puesta a punto de:
o) Un sistemo de formocién e inhibicién de rosetos para/ 

medir la copocidod de interaccién del Fc native y mo- 
dificodo con los receptores celulares de neutréfilos.

b) Un sistemo de aglutinacién para estimer la influencia 
de la modificocién sobre la reaccién con el factor —  
reumatoide.

c) Un sistemo de cromatograffo de afinidad para medir la 
interaccién con la Protefna A del S, aureus.
Conocida la diferencio de reoctividad entre 1 y 5 - 

minutes de modi ficocién, la locolizocién de los grupos corbo- 
xilo modi ficados implicoba:
49,- Modificocién qufmico con nucleéfilo radiactivo,durante - 
i- esos tiempos, en las mismos condiciones que las descritas, 
59.- Aislamiento y purificocién de los péptidos rodioctivos - 

obtenidos por una digestién trfptica,
69.- Identificocién de los residuos marcados y cuantificocién
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de su incorporaciin radiactiva.
La Figura 12 muestra un esquema del trobajo realize

do.
La discusién introduce los dotos obtenidos en la pa 

norémico actual de las relaciones estructura-funcién de inmu- 
noglobulinas y especialmente en lo concerniente a la naturale 
za de la interaccién onticuerpo-Clq.
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3.- MATERIALES Y METODOS,
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3.1. AISLAMIENTO, PURIFICACXON Y MODIFÎCACION QUIMICA DEL FRAG 
MENTO Fc.

3.1.1. Obtencién de IgG humona.
La IgG se obtuvo o partir de des fuentes: de suero/

humane normal y de preparaciones comerciales (Kobi, lote n# - 
53873). En el primer case, se aislé o partir de songre de do- 
nantes sonos. Une vez extraida se dejé en repose durante tres 
horos a temperature ambier.te. Seguidomente, tras separar el - 
coégulo se centrifugé a 2200g durante 15 minutes, desprecién- 
dose el sedimento.

La IgG se obtuvo segun una modificocién del método/
de Peterson y Sober (241), El suero de portido se enriquecié/
en su froccién Y por precipitocién con (NH^)gSO^ 1.33 M (con­
cent racién final), redisolucién del precipitado y posterior - 
diélisis frente a un tampén NOgHPO^ 0.01 M, pH 8.

El dializado se cromatografié por cambio de ién so­
bre columnas (2.6 x 30 cm.) de DEAE-celuloso (Whatman DE-32), 
siendo el eluyente el mismo tampén de la diélisis previa. Del 
énico pico que eluye en estas condiciones se recogieron los - 
fracciones cuyo obsorcién o 280 nm es superior a 0 .3, se con- 
centraron por ultroflitracién a presién negative en boisas de 
celofén (Visking 8/32; 2,4 nm de diémetro de poro seco) y se/ 
centrifugaron a 3800 g durante 15 minutes pore eliminar posi­
bles ogregodos insolubles.

La IgG comerciol es une preporocién de inmunoglobu- 
lino Humana liofilizado de gron purezo.

3.1.2. Digestién enzimética de la IgG.
Se llevé a cabo segén describieron previomente Lé-- 

pez de Castro y col, (242) que corresponde o uno modificocién
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del meTtodo descrito por Stonworth (243). Una disolucién de —  
IgG humana (25 mg/ml) se incubé en tampén fosfato, 0.075 M, - 
pH 7.0 que contiene NaCl 0.075 M y EDTA 0.002 M, con papafno/ 
(cristalizodo dos veces; Sigma) en una relocién enzimo/sustro 
to l/lOO, durante cuotro horas a 30*C. La reaccién se paré -- 
oPîodiendo N-etil-moloimida hasta 0,01 M de concentracién fi-- 
nal. El digerido se dializé frente a urt..tampén NOgHPO^/HCl —  
0.005 M, pH 7.7.

3.1.3. Cromatograffg en DEAE-celuloso.
Habituolmente se aplicé a columnas cromatogréficas/ 

(K 50/60, Pharmacia) de DEAE celulosa microgronulor (DE-32) - 
el digerido correspondiente a 1 gromo de IgG humana. Inicial­
mente la elucién de llevo a cabo con el antes mencionodo tam­
pén de diélisis durante 24 horos (flujo de 36 ml/hora). A con 
tinuocién se aplicé un grodiente lineal de fuerza iénico (fo^ 
fato 0,005 M - 0.5 M) durante 48 horos. Se recogieron froccio 
nes de 9 ml y se déterminé su obsorboncio a 280 nm en un esr- 
pectrofotémetro (Colemon lll-Hitochi Perkin Elmer).

3.1.4. Filtracién en gel.
Los fracciones correspondientes ol Fc humono se apli. 

coron o columnas de Pharmacia (2.6 x lOO cm) de Ultrogel AcA/ 
54 equilibrodos con tampén fosfato 0.01 M pH 7,2 que contiens 
NaCl 0.5 M y NoN^ 0.05% (p/v). Le elucién se realizé con el - 
mismo tampén de equilibrado con un flujo de 20 ml/hora, reco- 
giéndose fracciones de 3 ml. El perfil cromatogréfico se dé­
terminé espectrofotométricamente o 280 nm. Los fracciones co­
rrespondientes ol fragmente Fc se diolizoron exhoustivomente/ 
fronte o NH^HCO^ 0.01 M y se liofilizaron, olmocenéndose a —  
-20«C hasta su uso.
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3.1.5. Control de purezo.
3.1.5.1. J^nmu n o d i u s i é n_d o b^e _b^d ijnê n s i o n o 1.

Se llevé a cobo en cgor (Agcr noble, Difco) ol 1% —  
(p/v) en NoCl 0.15 M segun uno modificocién del método de --- 
Ouchterlony (244) frente c ontisueros comerciales (Operon) on 
tiprotefnas séricos totales humanas o anti-Z-globulino humono, 
obtenidos en conejo.

3 .1.5.2. Inmunoelectroforesis.
Se llevé a cabo por uno modificocién del método de/ 

Scheidegger (245). Se realizé en plaças de ogor (Agor noble,/ 
Difco) de 6.5 x 4.0 x 0.3 cm al 1.25% en tampén veronal (éci­
do 5,5'-dietil borbiturico/5,5 *-dietil barbiturate sédico, —  
0.06 M, pH 8.6, p 0.03). La muestra se ihtrodujo en orificios 
de 1 mm de diémetro equidistontes del eje longitudinal de la/ 
plaça. La electroforesis se realizé en el tampén mencionodo - 
oplicando uno diferencio de potenciol constante de 5 V/cm du­
rante 70 minutes.

Tras la electroforesis, se procticé sobre el eje -- 
longitudinal una trinchera de 2 mm de ancho, se rellené con — 
el antisuero correspondiente y se dejé en repose en cémora hu 
meda, observéndose el desarrollo de las bandas de precipito-- 
cién a las 24 y 48 horos,

3.1.5.3. Fil,t£acién_^en gejL.
Se realizé en Sephodex G-200 en uno columno de Pho£ 

mocio (2.5 x 75 cm, previomente colibrodo segén la metodolo—  
gfo de Andrews (246). Como morcodores de peso molecular cono 
cido se utilizoron: IgA humono sérico (160000 Dolton), frag­
ment© F(ab')g de IgG de conejo (98000 Dolton), Albémino bovi­
ne (66000 Dalton), Ovoolbémina (43500 Dolton), Quimotripsiné-
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geno de péncreas de ternera (23800 Dalton) y Mioglobina de ca 
chalote (17800 Dalton) como eluyente se utilizé tampén fosfa­
to 0.01 M, pH 7.2 que contiene NaCl 0,5 M y N^No 0.05% (p/v).

3.1.5.4. Electroforesis en gel de poliocrilomido en presencio 
de_SDS.
Se utilizé uno modificocién del método descrito por 

Weber y Osborn (247) para plaças de 12 x 15 cm.

3.1.5.4.1. Preparacién de los geles.
Se partié de las siguientes soluciones:
A) Acrilomido (Biorod) 30% p/v; N-N*-metilenbisacr^ 

lomido (Biorod) 0.8% p/v en agua destiloda. La so 
lucién, filtrado en papel, es almacenoda a 4@C.

b) Solucién tampén Tris/HCl 1 M, pH 8 .8.
c) Solucién tampén Tris/HCl 1 M, pH 6 .8,
D) SOS 20% p/v en agua destilada.
E ) Solucién tampén Tris base 0.25 M, glicocola 1.92 

M, SDS 1% p/v pH 8.3.
F ) Persulfato oménico (Biorod) 10% p/v en agua des­

tilada.
g ) Temed (Biorod).
La tabla 2 muestra las contidodes utilizadas (en ml) 

de estas disoluciones en funcién del reticulado.

3 .1.5.4.2. Desarrollo de la electroforesis.
De 30-50 pg de muestro disueltos en 60-80 pl del torn 

pén de aplicocién (Tris/HCl 0.08 M, pH 6.8 que contiene SDS - 
al 2%, glicerol al 2% y azul de bromofenol ol 0 .01%) se depo-' 
sitaron en coda pocillo. La electroforesis se realizé a 50 V/ 
mientras el morcodor (azul de bromofenol) se encontrobo en el
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15%
A 15.0
B 11.2
D 0.15
HgO dest. 3.7
F 0.1
G 0.02

5% 3%
A 1.67 1.0
C 1.25 1.25
D 0.05 0.05
HgO dest. 7.03 7.7
F 0.05 0.05
G 0.005 0.005

Gel de Résolue!6n

12.5% 10% 7.5%
12.5 10.0 7.5
11.2 11.2 11,2
0.15 0.15 0.15
6.2 8.7 11.2
0.1 0.1 0.1
0.02 0.02 0.02

Gel de Concentracién

Tabla 2.

Contidades utilizodcs (en ml) en la preparaci6n de geles de/ 
poliacrilamida, en presencia de SDS, en funci6n del reticulado 
que se desea conseguir.
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gel de concentraci6n y a lOO V cuando pas6 ol gel de resolu-- 
ci6n,

Para reducir las muestras se aPiaden a ^stas 10 pil - 
de ditiotreitol 1 M, y se las montiene 5 minutes a 1009C. In- 
dependientemente de que las muestras sean reducidas todas las 
muestras fueron calentados antes de someterlas a electrofore- 
sis.

Los geles se tiPSen con azul Coomassie al 0,5% en a^ 
cohol metflico ol 47% y écido oc^tico al 6% durante una noche. 
El dasteMido se realize con la misma soluci6n pero sin colo­
rante .

3.1.6. Modificaci6n qufmica de grupos carboxilo,
So realizd siguiendo el mdtodo original de Hoare y/ 

Koshland (248) con olgunas modificcciones. Los ensoyos se lie 
varon a cobo a concentracién de protefna menor de la minima - 
recomendada con el fin de evitor la agregacién covalente.

A una disoluci&n 1 M del ester etflico de la glico- 
cola (Koch-ligh Lab.) pH 4.75 (ajustado con NaOH 1 N ) se aPîa- 
di(5 Fc hasta una concentroci6n de 0.8 mg/ml. Se réajusté el - 
pH a 4.75 con HCl 1 N y se aPiadié EDO s6lida hasta una concen 
tracidn final 0.1 M. La reaccidn se dej6 transcurrir durante/ 
30 minutes manteniendo el pH constante o 4.75 mediante la adĵ  
ci<5n de HCl 1 N, y tomando alfcuotas a 1, 5, lO y 30 minutes. 
A coda alfcuota se aPiadi6 un volumen iguol de acetate s<Sdico/ 
2 M, pH 4.75, para bloqueor la carbodiimida libre. Despuds de 
unos minutes a temperature ambiente, las soluciones se croma 
tografiaron en las mismas condiciones que las descritas en --
3.1.4. con objeto de éliminer les posibles agregados. Se rea- 
lizoron experimentos control que contenfan Fc y nucledfilo pe 
ro no carbodiimida.
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3.2. ESTUDIO DE FUNCIONES BIOLOGICAS.

3.2.1. Interaccién con receptores celulares.
Se escogid como modelo experimental un sistema hom- 

bre/conejo teniendo como soporte celular neutrdfilos humanos.

3.2.1.1. Aislam^ejito de_neutrdf^los_humonos .
El mdtodo seguido es una modificacidn del descrito/ 

por Boyum (249). A 20 ml de songre heparinizada (5 u/ml) pro­
cédante de donontes sanos se oPîadieron 4.5 ml de una disolu-- 
cidn de glucose (3% p/v) y dextrono (3% p/v) en NaCl (0.9% -- 
p/v), dejdndose sedimenter el conjunto durante 45 minutes en/ 
un dngulo de 45*. El sobrenodonte se pipeted a varies tubos - 
que se centrifugaron 5 minutes a 400 g. El sedimento de esta/ 
centrifugacidn se lavd très veces con solucidn saline (fosfa- 
to 0.01 M pH 7.2, NaCl 0.15 M). Los eritrocitos présentes en 
las preporociones se eliminaron por lisis hipotdnica en NH^Cl 
al 0.83% (p/v) durante 5 minutes a 37®C, seguida de centrifu- 
gacidn durante 5 minutes a 400 g . Las cdlulas sedimentadas se 
resupendieron on solucidn salina y se lavaron très veces en - 
este medio en el que quedaron finalmente resuspendidas.

4 ml de la suspensidn celular se depositaron cuida- 
doscmente sobre 3 ml de Lymphoprep (densidad 1.077 g/ml, Nye- 
gaord & Co.) en tubos de pldstico de 17 x lOO mm. Se centrifu 
garon 20 minutes a 325 g y se desprecioron las cdlulas mononu 
cleores présentes on la interfase.

Los sedimentos, que contienen las cdlulas polimorfo 
nucleares, se resuspendieron en solucidn salina, se lavaron - 
tres veces con la misma solucidn y finalmente se resuspendie­
ron en ello.

De la suspensidn celular se tomaron lO |il y se oRo-
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dioron sobre 90 pi de azul de toluidina al 0.1% (p/v) en solu 
cidn salina. Una alfcuota de esta disolucién se depositd en/ 
un hemocitdmetro.y se determind el ntjrnero de neutrdfilos -- 
présentes en base a su morfologfa al microscopic dptico.

La viabilidad celular se determind por exclusion de
azul tripano (0.15%) de la preparacidn de cdlulas purificodas.

Finalmente, las cdlulas se centrifugoron 5 minutes/ 
a 400 g y se resuspendieron nuevamente en solucidn salina a -
une concentracidn de 4 x lO^ u 8 x lO^ cdlulas/ml.

3 .2 .1.2 . Sens^bi^l^zac^dn de_ er^tjrocitos de_carne£o.
1 ml de eritrocitos de carnero al 0.5%, en solucidn 

salina que contiens ovoalbdmina al 0 .1%, se incubd con dilu—  
ciones seriados de IgG de conejo con actividacj/onticuerpo onti^ 
hemoties de carnero, obtenida en nuestro laboratorio (250), - 
durante 1 hora a 37*C.

3.2.1.3. Formacidn de rosetas.
200 pi de lia suspensidn celular (4 x lO cdlulas/ml) 

se aRodieron sobre 200 pl de coda una de las preparaciones de 
eritrocitos sensibilizados, se centrifugd la mozcla durante 5 
minutos a 40 g y se dejd a 4«C durante 2 horas. Transcurrido/ 
ese tiempo,los sedimentos se resuspendieron suavemente y una 
alfcuota de coda suspensidn se observd bajo microscopic dpti- 
co, determindndose el porcentaje de cdlulas polimorfonuclea—  
res que estaban rodeadas por mds de tres eritrocitos (sdlo en 
este caso se contabilizd una roseta como positiva). Se conta- 
ron un mfnimo de lOO cdlulas y el numéro de elles que estaban 
roseteadas se expresd como un porcentaje del total.
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3.2.1.4. inhibi£i6n_de^ l^a_formaci6n_de £°se_ta^,
Para este ensayo, y a partir de los datos obtenidos 

del apartodo anterior, se escogid aquella dosis subaglutinan- 
te de anticuerpo que fue capaz de former alrededor de un 80?6/ 
de rosetas.

Alfcuotas de lOO pi de la suspensidn de cdlulas de/
8 X lO^ cdlulas/ml se incubaron, a temperature ambiente, con/ 
lOO pi de diluciones seriadas de las protefnas (native y mod£ 
ficada) cuya actividad citofflica va a ser ensoyede. A conti- 
nuacidn se eRedieron 200 pi de eritrocitos sensibilizados con 
la dosis mencionoda y se continud el experimento en la forma/ 
detallada en el apartado anterior. La inhibicidn de la forma 
cidn de rosetas se expresd como un porcentaje segun la siguien 
te expresidn:

% de rosetas en presencia de protefna
% i- io o -  ( -------------------------------------------------------------------------------X lo o )

% de rosetas en ausencia de protefna

3.2.2. Interaccidn con el factor reumctoide.
Se escogid un sistema experimental bosedo en un en­

sayo de hemaglutinacidn, ya que es conocida la capacidod del/ 
factor reumetoide de aglutinar suspensiones de hematfes sens^ 
bilizodos.

3 .2.2.1. Eleccidn del suero.
Dentro del lote de sueros disponibles correpondlen­

tes a pocientes diagnosticados de artritis reumetoide, se es- 
cogieron aquellos que poséfon un alto tftulo de factor reuma- 
toide (mayor o igual de 1/10240 determinado por el m^todo es- 
tondar de Waoler-Rose, 251).
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3 .2 .2 .2 . _Inactivaci6n_y_absorci6n__de 1_S£6ro.
Con objeto de eliminar la capacidad hemolftica del/ 

suero, ^ste fue inactivado por colentomiento durante 1 hora a 
569C.

Para evitar posibles aglutinaciones inespecfficas,/ 
el suero fue absorbido con eritrocitos de carnero, lOO pi de/ 
suero inactivado se incubaron con 2 ml de hematfes de carnero 
(5% en solucidn salina) durante 1 hora a 3790. Al cabo de ese 
tiempo, la suspensidn se centrifugd durante 5 minutos a 400 g 
y se recogid el sobrenadante,

3.2.2.3. Sensibilizacidn de eritrocitos.
2 ml de eritrocitos de carnero, al 1.6% en solucidn 

salina, se incubaron con diluciones seriadas de IgG de conejo 
con actividad anticuerpo anti-hematfes de carnero, obtenida - 
en nuestro laboratorio (250), durante 1 hora a 3790.

3.2.2.4. D®i.®£nr*iri£ci_dn de]̂  ^f tu^o_de^ '
A lOO pi de diluciones seriadas del suero inactiva­

do y absorbido se oRodieron 50 pi de hematfes sensibilizados, 
con dosis subaglutinante de IgG, y 50 pi de solucidn salina./ 
Se dejaron estor los tubos 18 horas a temperature ambiente y/ 
al cabo de dicho tiempo se visualizd la aglutinacidn de cada/ 
tubo al compararla con dos tipos de contrôles: A) Eritrocitos 
sin sensibilizer y B) Eritrocitos sensibilizados pero sin sue 
ro potoldgico.

La dilucidn del suero en el ultimo tubo con agluti- 
nacidn positive constituye el tftulo,

3.2.2.5. ^n]iibicidn__de i«*_a£lutinacidn.
Se trataba de inhibir la oglutinecidn que se produ-
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cia en el ultimo tubo considerodo ccn oglutinacidn positiva./ 
Para ello, en los 50 pl de solucidn salina que se inclufan en 
cada uno de los tubos, se incorporaron diluciones de los frag 
mentos protefcos que han de ser ensoyodos ( de 5-800 pg).

La inhibicidn conseguida en cada caso se compara v 
sualmente con respecto a la oglutinacidn que se trata de inh^ 
bir y con respecto a los dos contrôles antes mencionados.

3.2.3, Interaccidn con la Protefna A del S. aureus.
Los ensoyos de interaccidn entre al fragmente Fc y/ 

la Protefna A de la pared del S. aureus se realizaron por crô  
matograffa de afinidad.

Para ello, cantidodes conocidas dd coda protefna —  
(nativa y modificada en distinta extensidn) se pasaron, por - 
duplicado, por una columna ( 1 x 7  cm) de Sepharoso 4B-CL-Pro- 
tein A (Pharmacia).

La interaccidn se exprosa por comparocidn de los —  
porcentajes de protefna exclufda con el tompdn de equilibrado 
y elucidn (Na^HPO^ 0.5 M, pH 7) y protefna retenida (elufda - 
con un tampdn dcido Gly/HCl 1 M, pH3) por determinacidn de la 
absorbancia a 280 nm.

3.3. LOCALIZACION DE GRUPOS CARBOXILO.

3.3.1. Obtencidn de FCyl.
El product© de la digestidn papofnica de la IgG rijn 

de esencialmente una mezcla de Fcyl y FCy3, ya que la diges—  
tidn enzimdtica transcurre o velocidad muy inferior para la - 
subclass IgG2 y la IgG4 no se digiere.

Aprovechando la diferencio de afinidad de las sub-- 
clases por la Protefna A del S. aureus, 20 mg de la mezcla se
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pasaron a trovds de la columna mencionada en el apartado 3.2.3. 
El primer pico que se obtiene tros la elucidn con el tampdn - 
NOgHPO^ 0.5 M, pH 7 corresponde a FCy3, La protefna retenida, 
FCyl, se eluye con el tampdn Gly/HCl 1 M, pH3 y se dioliza in 
mediatamente, para evitar la desnaturalizacidn protefca, fren 
te a una disolucidn de NH^HCO^ 0.01 M, para su liofilizacidn.

El fragmente Fcyl asf obtenido se almacena a -2090/ 
hasta su utilizacidn.

3.3.2. Modificacidn qufmico en condiciones rodiactivos.
Se llevd a cabo como se describid en 3.1.6. excepto 

que el nucledfilo modificonte fue hecho rodioctivo por la od^
cidn de 1 mCi del ester etflico de 1-^^C-glicocolo (44.7 ---
HCi/mmol, NEN), o una actividad especffica final del nucledf^ 
lo de 200 fiCi/mmol,

La radiactividad no incorporodo fue eliminada por -
didlisis exhaustive frente a NH^HCO^ 0.01 M y las muestras —
fueron subsecuentemente liofilizados.

Este tipo de modi ficacidn solamente se realizd para
tiempos de reoccidn de 1 y 5 minutos.

3.3.3. Reduccidn y olquilacidn.
5 mg de Fcyl modificodo rodiactivomente fueron redu 

cidos, en 0.5 ml de un tampdn pH 8.0 que contenfa hidrocloru 
ro de guanidinio, Tris/HCl 0.5 M y EDTA 0.002 M. A esta diso­
lucidn se oRodid ditiotreitol a concentracidn final lO mM, se 
burbujed con Ng y se dejd ester durante 2 horas a temperature 
ambiente,

Posado ese tiempo, se oRodid ICHgCONHg sdlida hasta 
hacer 25 mM su concentracidn final. Tros 20 minutos a tempera 
turo ambiente y en la oscuridad, la disolucidn se posd por «*-
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una columna (1.5 x 90 cm) de Sephadex G-75 superfino equili--
brada con dcido acdtico 1 M, con objeto de extraer las sales/
y procéder a la liofilizacidn de los muestras que contenfan/ 
la protefna reducida y olquiloda.

3.3.4. Digestidn con tripsina.
Las muestras reducidas y alquiladas se disolvieron/ 

(5-10 mg/ml) en NH^HCO^ 0.1 M, pH 8.2. Se afiadid entonces trig 
sina (Merck) a una relacidn enzima : sustrato de l!lOO,.dos ve —  
ces con un intervalo de 3 horas. Despuds de 6 horas de incuba 
cidn a 37@C, las disoluciones fueron inmediatamente congela-- 
das a -70«C y posteriormente liofilizados.

3.3.5. Purificacidn de pdptidos.
3.3.5.1. Cromatograffa de cambio idnico,
3.3.5.1.1. Preparacidn de la columna.

Una columna Gilson (0,3 x 25 cm) equipoda con comi- 
sa de refrigeracidn fue rellenada, bajo presidn, con 2 gramos 
de una résina esfdrica (AA-20, Beckman) y mantenida a 55*0 -- 
utilizando un baRo de ogua circulante. Despu&s del empaqueta- 
miento, la résina fue acondicionada por sucesivos lavados, de 
varies voldmenes de la columna coda uno, con NaOH 3 M, H^O, - 
HCl 3 M, HgO y Piridina 8 M (252). Finalmente, la columna se/ 
equilibrd con un tompdn Piridina/dcido acdtico 0.05 M, pH 1.8.

Tanto los lavados como el equilibrado de la columna 
se realizaron a presidn (400 p.s.i.) y a un flujo de 7 ml/hora,

3 .3 .5.1.2. Desarrollo de la cromatograffa.
Los digeridos trfpticos, disueltos en 400 pi del —  

tampdn de equilibrado, se cargaron en la columna, a presidn,/ 
por medio de un inyector de muestras (Gilson). La cromotogro-
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fia, en las condiciones de presidn y flujo mencionados, se —  
realizd de la siguiente manera:
- 20 fracciones eiufdas con el tampdn de equilibrado.
- 160 fracciones elufdas con un gradients combinado de pH y -

fuerzo idnica conseguido a base de tres tompones;
Tli piridina/ècdtico 0,05 M, pH 2.45 (50 ml).
T2; piridino/acdtico 0.3 M, pH 3,75 (50 x 2 ml).
T3: piridina/acdtico 1.2 M, pH 5 (50 ml), 

que se disponen en un formador de gradientes con cuotro cd- 
maras (Figura 13).

T2 T2

cam aracamara
T i

U'

T3

20 fracciones elufdas con piridina 2 M,
Todas las fracciones colectados fueron de 1 ml
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3.3.5.1.3. Doteccién de pdptidos.
Se realizd mediante una modificacidn del ensayo de/ 

fluorescamina descrito por Nokai (253). lOO pl de coda frac—  
cidn se secoron en estufa a 100®C. A continuocidn se oModie—  
ron a coda alfcuota lOO pi de NoOH 0,5 M y se hidrolizaron du 
rante 45 minutos a 100@C. Despuds de neutrolizor con ICO pl - 
de HCl 0.5 M, se oModid 1 ml de un tampdn H^BO^ 0.25 M/NaOH - 
pH 8.5; a continuacidn, y con agitacidn vigcrosa en Vortex, - 
se oRodieron lOO pl de una disolucidn de fluorescamina (Roche) 
de 0.3 mg/ml en acetona.

La fluorescencia relative de las muestras se deter- 
mind posteriormente en un espectrofluordmetro Aminco SPF-500/ 
utilizando 390 y 475 nm como longitudes de ondo de excitocidn 
y de emisidn respectivomente.

Para lograr bojos fondos de fluorescencia, la piri­
dina (Merck) que se utilizd estuvo siempre destilodo dos ve—  
ces sobre ninhidrino (0.025% p/v) y olmacenodo o 49C bajo N̂ .-

E1 perfil rodioctivo de la cromatograffa se obtuvo/ 
contondo alfcuotas de 50 o lOO pl con 3 ml de Aquosol (NEN) - 
en un contador de centelleo Ifquido (Mark III, Amershorn).

Parolelamente, la locolizocidn de pdptidos se llevo 
a cabo por cromatograffa anolftico en capa fina. Para ello, - 
alfcuotas de 40 pl de coda fraccidn se oplicaron en plaças de 
celulosa (20 x 20 cm, Merck) a intervalos de 15 mm, Una vez - 
secos todas las oplicociones, las plaças se depositaron en c6 
maras hermdticos soturodos con el tampdn de cromatograffa —  
(butanol:ocdticologua;piridina, BAWP, 15:3:12:10) y se dejd - 
que dsto tuviera lugar durante 6 horas. La locolizocidn de los 
pdptidos se llevd a cabo por tincidn de la plaça, previo lova 
do con acetona, con ninhidrino (0 .3% p/v en acetona) durante/ 
10 minutos a 80#C, Los pdptidos rodiactivos se locolizoron —
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por outorodiogroffa sobre pelfculos X-Omot S (Kodak) durante/ 
JO dfas. El revelado se efectud automdticamente en una proce- 
sadora de revelado RPY-Omot (Kodak).

3.3.5.2. Cromatogra^fa £reparativa @n_capo ^ina.
Ocosionolmente, mezclas sencillas de pdptidos que - 

coeluyeron en la cromatograffa de cambio idnico se resolvie—  
ron por esta tdcnica (254). Para ello, los muestras se liofi- 
lizaron y se redisolvieron en 40 pl de BAWP. A continuacidn,/ 
se aplicoron en bondes de lO mm y se cromatografiaron durante 
6 horas. La tincidn se realizd con ninhidrino (0,15% en aceto 
no), previo colococidn de tiras de pldstico de 8 mm de ancho/ 
y 20 cm de alto sobre las oplicociones, de forma que sdlo que 
doban revelodos los extremes de las manchos, Los pdptidos ro- 
dioctivos se visuolizaron por outorodiogroffo con exposicidn/ 
de 4 dfas.

Las manchos rodiactivos se marcoron sobre las pla­
ças de celulosa y el dreo correspondiente se rascd cuidadbso- 
mente con espdtula fina.

La extraccidn de los pdptidos se realizd por agita­
cidn vigorosa de la celulosa con lOO pl de HCl 6 M (tridesti- 
lado) durante 30 minutos y posterior centrifugacidn a lOOOO g 
en microfuga (Beckman TMB). El proceso se repitid tres veces/ 
recogiendose siempre el sobrenadante.

3.3.5.3. C r orna t o g r aĵ f a ^fgu^da de_aJ^to £>~es£dn.
Se utilizd para la resolucidn de mezclas complejas/ 

de pdptidos en contidades preparatives.
Se llevd o cabo en un cromatdgrofo Ifquido (Waters) 

equipado con une columna Dti Pont Zorbox Cg (4.6 x 250 mm), Co 
mo eluyente se utilizd un sistema tonpdn de ocetoto omdnico -
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lO mM, pH 6.5 y acetonitrilo, recogidndose fracciones de 0,5/ 
ml a un flujo de 1,5 ml/minuto. Se oplicd un gradients lineal 
de acetonitrilo (0-30%) durante 55 minutos, recogidndose an-- 
tes y despuds de dste 20 fracciones en las condiciones inicia 
les y finales.

lOO pl de coda froccidn se desecoron en violes de - 
contaje, se disolvieron en 3 ml de Aquosol y se contaron en - 
un contador de centelleo Ifquido (Beckman).

3.3,6. Carocterizacidn de pdptidos rodiactivos.
3.3.6.1. An&lisis de aminodeidos,

Los muestras se hidrolizoron con HCl 5.7 N (Pierce), 
que contenfa 0.1% de fenol, durante 24 horas a IIO^C en tubos 
cerrodos a vacfo, Transcurrido este tiempo, se éliminé el éc^ 
do por liofilizacién y los muestras hidrolizadas se disolvie­
ron en el tompén inicial de corrida del analizador (Durrum — • 
D-500 o Beckman 121 M).

3.3 .6 .2, Determinacidn de la secuencio,
Los pdptidos rodiactivos fueron secuenciodos en un/ 

secuenciodor outomdtico Beckman, modelo 890 C, en presencia - 
de polibreno (255, 256) con un programa de Quadrol 0.1 M.

Iniciolmente, 3 mg de polibreno disueltos en lOO pl 
de cguo se introdujeron en la copa de reoccidn, se secoron y/ 
a continuacidn se corrid un ciclo complète o "ciclo en blonco". 
Tros esto, la muestro se aplicd disuelta en 300 pl de dcido - 
acdtico, se seed y se secuencid con el programa mencionodo.

La Figura 14 muestro un esquemo de los reocciones - 
qufmicas que tienen lugar en la degrodocién secuenciol.
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3.3.6 .2.1. Determinacién de Pths e identificacién de residues 
rodiactivos.

Puesto que las onilinotiozolinonas (ATZ) obtenidos/ 
en los sucesivos ciclos son poco astables, es preferible 11e- 
vorlas a sequedod en corriente de y convertirlas en sus —  
isémeros astables correspondientes, las feniltiohidantofnas - 
(Pths, Figura 14).

La conversion se efectué por adicién de 200 pl de - 
HCl 0.1 M e incubocién a 80*0 durante 10 minutos (257). Los - 
Pths se extraen por dos veces con ocetoto de etilo (l ml) me­
diante ogitocién vigorosa en Vortex. La fase orgénico seporo- 
do se llevé a sequedod con Ng y la Pth contenido en ello se - 
redisolvié en 20 pl de ocetoto de etilo para procéder o su co 
rocterizocién.

Normolmente se utilizé el 20% de coda Pth para su - 
identifieocién y cuantificocién en un cromatégrafo ifquido de 
alto presién (Waters) equipado con una columna de compresién/ 
radial Bondcpack(lO x 0.8 cm). Después de la inyeccién de la/ 
muestra, su elucién se llevé a cabo con un gradients lineal - 
de acetato sédico 40 mM, pH 5.6 y acetonitrilo 18-37%, moni- 
torizéndose su presencia espectrofotometricamente a 254 nm -- 
por medio de un registrador outomético que lleva acoplodo un/ 
integrodor (Data Module, Waters).

La identificocién y cuantificacién de los muestras/ 
se realizé por comparocién, del tiempo de retencién y del éreo 
encerrado bajo los picos, con un estondar. No se identificoron 
las Pths correspondientes a His y Arg que permanecen en la fa 
se acuosa.

La porcién restante de cada Pth-ominoécido (80%) - 
se desecé bajo Ng en un viol de contaje, se disolvié en 3 ml/ 
de Aquosol y se conté su radiactividad en un contador de cen-



—80—

telleo Ifquido (Beckman).

3 .3 .6.3 . De_tejrm£n£C^én de_la acjt iv idad £.S£e£f£i£a .
Una estimacién de la actividad especffica de los r£ 

siduos rodiactivos se llevé a cabo a partir de la radiactivi­
dad medido y de la contidad de péptido estimodo a partir del/ 
rendimiento de sus correspondientes Pths. Ambos pardmetros —  
fueron extrapolodos a su valor en el primer ciclo mediante el 
célculo previo del rendimiento repetitivo de la degradacién - 
de Edman para el péptido correspondiente, segun la férmula:

1=3 - - N ^  1=9 (5 ) (258)b a

donde o y b son los contidades detectodos de los residuos a y 
b; y son las posiciones de los residuos a y b.

El cdlculo del rendimiento repetitivo de pdptidos - 
pequefios esté sujeto a un error considerable puesto que dstos 
pueden ser barridos de la copa de reaccién en distinto grado/, 
en funcién esencialmente de su composicién qufmico. Por tanto, 
es importante notar que la determinocién de octivodades espe- 
cfficas por este método tiene sélo un valor estimativo.

3.3.7. Anélisis de occesibilidod.
La exposicién al solvents de los residuos modi fica- 

dos se estimé por un anélisis de occesibilidod, a partir de - 
las coordenodos atémicas del fragmente FCyl (107).

Iniciolmente se calculé el centre geomdtrico, C^, - 
de los dominios 0^2 y Cy3. A continuocién, se descortoron to- 
dos los étomos contenidos dentro de una esfera de radio C -C ,g G
siendo el carbono alpha de coda residuo modificado. Por -
el contrario, todos los étomos inclufdos en uno nuevo esfera/
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de 7 X de radio o partir del correspondiente, y no incluf­
dos en el volumen mencionodo anteriormente, fueron tornados en 
cuenta.

Para todo ello se utilizé un computador Univac llOO.



4,- RESULTADOS,
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4.1. AISLAMIENTO, PURIFICACICN Y MOOIFICACION QUIMICA DEL FRAG 
MENTO Fc.

4.1.1. Obtencidn da la IgG humana.
La Figura 15 muestra el perfil del eiufdo de la cr£ 

matograffa en DEAE-celulosa del suero humano normal. La zona/ 
entre ifneas de trozos se concentré y se comprobd su pureza.

280 nm

1.5-

1.0 -

Figura 15

0.8-

35025015050 V . ( m l )
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Lo Figure 16 es una inmunoelectroforesis de la IgG/ 
obtenida (pocillo superior) a partir del suero humano normal/ 
(pocillo inferior) revelado con un antisuero ontiprotefno s4~ 
ricas totales. Sdlo se consideraron pures aquellos preporecio 
nés que, como le mostrodo, dieron un unico arco de precipito- 
cién

Figura 16

Lo Figura 17 es un inmunodifusidn doble bidimensio- 
nal correspondiente a 6 preparaciones distintas de IgG (3 ob- 
tenidos a partir de suero y 3 comerciales). El antisuero del/ 
pocillo central es antisuero normal. Por este criterio, se —  
consideraron puras las preparaciones en les que sdlo se opre- 
cid une unico banda de precipitocidn.

0

Figura 17
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4.1.2. Digestidn enzimdtica de la IgG.
La Figure 18 es una inmunoelectroforesis del diger^ 

do papofnicc de la IgG (pocillo superior) en comparocidn con/ 
IgG nativa (pocillo inferior). Se utilizd un antisuero onti—  
IgG humono. De los tres orcos de precipitocidn el de movili-- 
dad mds rdpida corresponde al Fc y el de mds lento al Fob, —  
producto que tambidn aporece como consecuencio de lo diges--- 
tidn. El intermedio corresponde a IgG,

Figura 18

4.1.3. Cromatograffa en DEAE-Celuloso.
La Figura 19 muestra el perfil del elufdo del dige- 

rido papofnico cuando se somete a cromatograffa de cambio id­
nico en las condiciones descritas en el apartado 3.1.3.. El - 
pico DEAE II corresponde fundomentalmente a IgG y a algo de - 
Fob, El pico DEAE III corresponde al fragmente Fc.

4.1.4. Filtrocidn en gel.
La Figura 20 corresponde a la filtrocidn por Ultro- 

gel AcA 54 de la protefna elufda en el pico DEAE III. De los/ 
dos picos obtenidos, el primero corresponde a IgG resistente/
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a la papafna y que venfa contaminando al Fc (DEAE III) como un 
hombro poco resuleto (DEAE II).

El segundo pico corresponde al fragment© Fc.

280 n

Figura 20
i.o_

90 00 ISO90 180
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4.1.5. Control de pureza.
4.1.5.1. ^nmun^odi^u^i^n__dob^e_b^dijriensional.

El fragmente Fc obtenido ho de dor una s6lo bondo -
en inmunodifusion doble bidimensionol frente o antisuero huma
no total. En la Figure 21 se puede observer esto siendo ello
evidencia de le pureza de les preparaciones. Como confirma-—
cidn observese le reoccidn cruzado con le IgG de partida.

IgG -  ' )

,1SH>
Figura 21

4.1.5.2. Inmunoelectroforesis.
En inmunoelectroforesis se observa iguolmente un sd 

lo arco de precipitocidn frente a antisuero humano total lo - 
que es indicative de pureza. En la Figura 22 se muestron dos/ 
preparaciones distintas de Fc puras.

Figura 22
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4,1,5,3. Filtrocidn en gel.
El perfil de elucidn de una preparacidn de Fc a tra 

vds de Sephadex G-200 se muestra en la Figure 23.Como se ve, 
aporece un unico pico, indicotivo de pureza, cuyo volumen de - 
elucidn se corresponde con una especie molecular de 53CXDO Da]̂  
ton (Figura 24),

A 380 nm

o.i_

79

8070 90 lOO80

Figura 23
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Figura 24
Representacién de los volumenes de elucidn (V^) de/ 
las protefnas patrones y del Fc frente ol logaritmo 
de sus pesos moleculares,
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4,1.5,4. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia 
de_SDS.
La electroforesis en gel de poliacrilamida (12,5%)/ 

de las preparaciones de Fc muestran una unica banda que corre^ 
ponde a una especie molecular de aproximadamente 53000 Dalton, 
En presencia de agentes reductores esta banda desoporece y —  
aporece otra correspondiente a un peso molecular oparente de/ 
unos 27000 Dalton (Figura 25).

Peso Molecular Marcadores

96000 -  

66000  -

43500 -

Fosforilasa a 
Albumina Bovina

Ovoaibumlna

25000  - Cadena L

12500 - * Citocromo c

II I I I

Figura 25
I ,-Preparaciones de FCy sin reducir; II,-Marcadores; 
III,-Preparaciones de FCy reducido.

4,1,6. Modificacidn qufmica de grupos carboxilo.
La naturalezo de las reacciones qufmicas implicodas 

en la modificocidn de grupos carboxilo utilizando carbodiimi- 
das solubles en agua (248) puede verse en la Figura 26,
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La Figura 27 représenta el cutiso de la reacccion de 
modificaci<$n de grupos carboxilo en el fragmente Fc, en fun—  
ci6n del tiempo. En ordenadas puede verse la cantidad de HCl/ 
1 M aMadido durante la primera media hora de reaccidn para —  
montener el pH constante a 4,75,

26_

18 _

■o
14 _

IO_

6 -

2_

20 2 5 3 O
t(m ln )

Figura 27
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La Figura 28 es una inmunoolectroforesis de las —  
preparaciones del Fc notivo y modificado a distintos tiempos. 
El ontisuero utilizodo fue un suero especifico anti-cadenas Y 
humonas. Observese la pureza de las preparaciones osf como el 
combio de movilidod experimentado.

Figura 28

Un exhaustive estudio de las caracterfsiticas de la 
reaccién seguido osf como de los de toiles estructuroles de -- 
los fragmentes modificados ha side yo descrito (146, 240).
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4.2. ESTUDIO DE FUNCIONES BIOLOGICAS.

4.2.1. Interacci(5n con receptores celulares.
4.2.1.1. Ai^lom^ento de_neu^r^f^los_hunanos .

Los c^lulos obtenidos segdn se describién en 3.2.1.1. 
rinden preparaciones con una poblaci<5n del 90-95% de pureza - 
en neutréfilos de acuerdo con su morfologfa tros tinci<5n con 
ozul de toluidina. Asimismo, las preparaciones presentaron ha 
bitualmente una viabilidad del 95% medida por exclusion de —  
ozul tripano.

4.2.1.2. Formaciôn de rosetas.
La siguiente Tabla muestra la capacidad de formo--- 

cidn de rosetas de IgG anti-eritrocito con neutrdfilos huma—  
nos. Como control se utilize IgG onti-albumine humono.

% FORMACION DE ROSETAS

IC X lO^ (a) IgG—oE IgG-oA
6.8 10(±3) 3(tl)

13.6 28(±5) 2(±1)
23.3 50(15) 2(±1)
35.5 (b) 75 (±4) 3(±1)
46.0 97(+5) 2 (±1)
67.0 2(±1)
94.0 2(1 0 )

(a) Micromoles de protefna utilizodos para sensibil^ 
zar 1 ml de eritrocitos al 0.5%.

(b) Dosis utilizodo para los experimentos de inhibi- 
ci(5n.
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4.2.1.3. inhi^i£ién_de l^a__formoci^n_de_£0£ejba£.
La Figura 29 muestra el comportamiento del Fc nati­

ve y modificado a distintos tiempos en lo que respecta a su - 
capacidad de inhibir lo formacidn de rosetas,

Como puede verse, en presencia de Fc notivo y Fc-1' 
y en un intervalo de concentracionss de lO ^-lO ^ M el numéro 
de rosetas disminuyd oprecioblemente en una forma dosis-depen 
diente. El 50% de inhibicidn correspondit, en ombos cosos a - 
una concentrocitn de 3 x lO ^ M. Fc-lO' y Fc-30* redujeron al 
20%, aproximodomente, el numéro de rosetas sin evidencio de - 
dependencio con la dosis. Este valor fue tomado como fondo de
octividod. Fc-5' stlo mostrt olguna actividad résiduel a con-

-4centraciones tan elevadas como lO M,
La porte inferior de la figura muestra los tontos - 

por ciento de inhibicitn a la concentrocitn intermedia de —  
lO”^ M.

4.2.2. Interaccitn con el factor reumotoide.
La eleccitn de la dosis subagiut inante de IgG se rea 

lizt a simple visto. La dosis utilizodo fue de 50 x lO ^ pmoles/ 
ml de eritrocitos al 1.6%.

4.2.2.1. De £e rm^n a c ̂tn de£ ag£u£inac itn.
La Figura 30 muestra la aglutinacitn,de eritrocitos 

sensibilizodos, por factor reumotoide segun diluciones serio- 
dos de tste. En la figura que se muestra el tftulo lo determ^ 
no la dilucitn del suero en el tubo 8 (1/5120). A y B son los 
dos contrôles descritos en 3 .2 .2 .4.

O O O O O O
9 10 A Figura 30

4 5
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En la parte inferior se detollo esto a una cocentra—  
ci<5n intermedia (10 ^ M) .
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4.2.2,2. Inhibicion_de^
Por debojo de concentrociones lO  ̂ M no se observe/ 

diferencia olguno de comportomiento entre la proteina native/ 
y la modificado en diferente extension (dates no mostrodos),- 
Por encima de esta concentroci6n se observe una gradual inca- 
pacidad para inhibir la aglutinacion segun aumento el tiempo/ 
de modif icaci(5n. Lo Figura 31 muestra ^sto grof icomente. En - 
la fotogrofxa superior la concentrocion de proteina es, en to 
dos los COSOS, lO ^ M. En la inferior 5 veces superior. C es/ 
el tubo control cuyo oglutinoc i«Sn se troto de inhibir. A y  B 
son los contrôles yo mencionodos.

0 0 0 9 0 0
C F c - N  F c - 1

Figure 31

•  •  O O •  •

0 0 0 0 0 0
C F c - N  Fc-1 F c - 5  F c - 10 Fc- 3 q
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4,2;3. Interaccién con la Protefna A del S. aureus.
La Figura 32 muestra la diferencia de interoccién,t 

entre la proteina nativa y las modificadas, con lo Protefna A 
del S. aureus. Como puede verse, solo a 30 minutos de modifi- 
cocidn, cuondo lo protefna ha sufrido importantes cambios con 
formacionales (146, 240), se observa una diferencia de compo£ 
tomiento. Los porcentajes se refieren a la cantidad de prote^ 
no elufdo con el tampén Gly/HCl pH 3 respecto a la cantidad - 
de protefna total corgada en lo columna.

100-

«
7 5 -«

c

a

2 5 -

Nativo io
tiempo de modificacion

3 0

Figura 32,
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4.3. LOCALIZACION DE GRUPOS CARBOXILO.

4.3.1. Obtencion de FCyl.
Ya que las t^cnicas que posteriormente se iban a —  

utilizer requerian una extremada homogeneidad en cuanto a la/ 
especie molecular, se procedid o la separacién del FCy3 de la 
preparacion de Fc purificado a partir del digerido de IgG que 
como se ho mencionado consiste en una mezcla de Fc^l y FCy3.

La Figura 33 muestra el perfil coracteristico del - 
elufdo de una columna de Sephorosa-4B-CL-Protefno A cuondo a/ 
través de elle se posa una mezcla de Fc^l y FCy3. El segundo 
pico, FCyl, es el que se recoge y almacena para su uso. El —  
perfil observado se corresponde con la relacion cuantitativa/ 
existente entre las subcloses 1 y 3 présentes en cualquier - 
muestra de un pool de IgG.

A 280 nm

i.O_

Figura 33

0.8.

01

9080 fraccidn10
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4.3.2. Modificacion qufmica radiactiva de grupos carboxilo.
Ya que las pOrdidas drOsticos de funcionalidad se - 

observaron entre 1 y 5 minutos de modificacion, sOlo se proce^
diO a la modificaciOn radiactiva durante estos tiempos, si---
guiendo ésta un potrOn de titulacion similar al obtenido bajo 
condiciones no radiactivos (ver Figura 27).

La actividad especlfica, por cadena, résulté se r de 
730 ^Ci/mmol para el FCyl-1' y 1570|iCi/mmol para el FCyl-5'./ 
La relacién entre ombas actividades fue 2.15, valor éste que/ 
se correlociona con la relacién de residues de glicina incor- 
porodos a los tiempos de modificacién mencionodos (146).

4.3.3. Purificacién de péptidos.
4.3.3.1. Cromatog£a^fa de_cambio de_ién,

Lo Figura 34a muestra el perfil cromatogréfico de/ 
un digerido trfptico correspondiente al FCyl modi f icado qufm_i 
comente. Los mopos peptfdicos para el FCyl-1' y para el FCyl-5 
fueron idénticos. Esto puede reflejar el hecho de que la mod^ 
ficacién de los grupos carboxilo no ofecta el comportomiento/ 
cromatogréficos de los pèptidos en el sistema particular des­
crito en 3 .3 .5.1.2.. Una solucién alternativa séria pensar —  
que los mismos grupos se bon modificado a ombos tiempos de —  
reoccién.

El perfil de péptidos radiactivos, Figura 34b, apo- 
ya esta éltima hipétesis ya que para ambos tiempos de modifi- 
cacién se observaron ocho picos radiactivos. Como puede obser 
varse, la cantidad de rodiactividod incorporada aumenté con - 
el tiempo de modificacién. Una excepcién a ello la constitu—  
yen los péptidos T6 y T7.



I 01/

34 a

u.

10.

34 bFc-1 min.
Fc-5 min.

T6
T7

CM

a

T7a

2M

"ioff•o■o 4 0

Figura 34.- (a) Pérfil cromotogréfico de un digerido trfptico 
correspondiente ol Fc^l modificodo quimicomente.
(b) Perfil de p^ptidos radiactivos.
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4.3 . 3 .2. Cromatog_rc^fa W o  de_o^ta £resWn X^PLC).
Lo cromotogroffc ifquido en capo fino mostrd (dotos 

no presentodos) que el pico exclufdo T1 de lo cromotogroffo - 
de combio de idn contenfo cinco p^ptidos rodioctivos, tonto - 
en el digerido procedente de FCyl-1' como de Fc^l-5'. Esta —  
mezclo fue resuelto por cromotogroffo Ifquido de alto presidn,

Lo Figura 35 muestro el perfil rodioctivo del eluf­
do de lo columna Zorbox Cg cuondo a través de ello se pos<5 el 
pico T1 procedente del digerido trfptico de FCyl-5*. Puede ob 
servorse la presencia de siete picos rodioctivos.

cpm
(,icA Ti-7

Tl-3

T1-2 Tl-4
Tl-S Tl-«

I

Tl-1

fraccidn

Figura 35
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4.3.4. Caracterizaci(5n de p^ptidos radiactivos.
4.3.4.1. An<Slisis de omino6cidos .

La Tabla 3 muestra la composicitSn de amino<5cidos - 
de los p^ptidos radiactivos obtenidos a partir de los picos - 
de las Figures 34 y 35, correpondientes a 5 minutos de modi 
cocién.

El incremento en los volores de glicocolo es debido 
a la incorporaci<5n de este amino 6cido como consecuencio de - 
lo reoccién de modi f icocién con glicocola-e til-ester. Este iri 
cremento proporciona una medida cuantitativo de lo extension/ 
de lo modificocién de code péptido de forme que en oquellos - 
péptidos que hayon sido modificados en un sélo residuo el in­
cremento molor de glicocolo puede correlocionorse directamen- 
te con la extension de la modi f icacién de ese residuo.

Como puede opreciorse, los péptidos Tl-1 y Tl-2 pro 
cedentes de lo cromotogroffo ifquido (Figure 35) presenton -- 
iguol composicién de ominoécidos. Lo mismo sucede con Tl-4 y 
Tl-7 y con Tl-3 y T2.

4.3 .4.2. D e W r m W a c  W n  de_lo _secuencW .
Esta se realizé con objeto de confirmer lo identi-- 

dod de los péptidos corocterizodos por onélisis de ominoéci­
dos y pore determinor el numéro y posicién de los residuos mo 
dificodos osf como la extensién de su modificocién.

La Figura 36 muestra el cromotogroma perteneciente 
o un estondor que contiens 0.5 nmoles de lo Pth de coda omino 
écido especif icado. A partir de los tiempos de retencién sePlo 
lodos fue posible, por comporocién, corocterizor code residuo 
porticulor.

’ Los resultodos obtenidos se presenton en lo Toblo 4» 
La identidod de los péptidos contenidos en Tl-1 y Tl-2 osf co
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mo la de Tl-4 y Tl-7 confirma, junto con los dates de lo com­
posicién de ominoécidos, la existencio de cinco péptidos en/ 
el pico exclufdo T1.

Se confirmé, asimismo, la identidod de los péptidos/ 
présentes en Tl-3 y T2.

El pico T7o contenfo principolmente un péptido no - 
radiactivo que aborcaba los residuos 275-288, La rodioctivi—  
dod de este pico era debido a la coelucién de pequeRos conti- 
dodes del péptido présente en T7.

Por tanto, se obtuvieron iO péptidos radiactivos a/ 
partir del Fc^l modificado tanto a 1 como a 5 minutos. Estos/ 
diez péptidos contenfon 13 residuos modificados distribufdos/ 
de la siguiente monero; 6 en el dominio Cy2; Asp 249, Glu 258» 
Glu 269, Glu 293, Glu 318 y Glu 333 y 7 en el dominio Cy3; —  
Glu 345, Glu 356, Asp 376, Glu 380, Glu 382, Asp 413 y el re­
siduo COQH-termianl de la molécula, Gly 446.

4.3.4.2.1, Cuontificacién del marcoje.
Ya que los mismos residuos resultoron modificados a 

1 y 5 minutos de reoccién, era légico suponer que los efectos 
tan drésticas observados sobre la funcionalidad entre ambos - 
perfodos de tiempo (146 y apartado 4.2.1.3.) eron debidos a - 
una diferencia meramente cuantitativa de la extensién de su - 
marcaje.

La actividad especffica de los residuos marcados, - 
después de 1 y 5 minutos, determinodo segun se describié en -
3 .3.6.2.2. se muestra en la Tabla 5 .

Se pueden distinguir dos tipos de residuos: (a) Aque_ 
llos cuyo marcoje no aumenta con el tiempo de modificacién y/ 
que son; Glu 269, Glu 318 en Cy2 y Asp 413 en Cy3; (b) Aque—  
llos que presenton un aumento significative en su actividad -
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especifica entre 1 y 5 minutos. Son: Asp 249, Glu 258, Glu —
293 y Glu 333 en el Cy2; Glu 345, Glu 356, Asp 376, Glu 380,/
Glu 382 y si residua COOH-terminal Gly 446 en Cy3.

La actividad especffica total, estimada por suma de/
las actividades especfficas de los residuos individuales, Ta-
bla 5, para coda protefna, résulté ser el 46 y el 45% respect^
vamente de la calculado a partir del Fcyl modi ficodo a 1 y 5/
minutos (apartado 4.3.2.). Sin embargo, la relacién de octiv^
dades especfficas a esos tiempos. estimada por ambos métodos/
es practicamente la misma, 2,1,

Actividad especffica Incremento

Residuos S (liCi/mmol) relative

modificados 1 minuto 5 minutos S5/S1

Asp 249 11 32 2.9
Glu 258 17 34 2.0
Glu 269 52 56 1.1
Glu 293 40 92 2.3
Glu 318 53 66 1.2
Glu 333 3 lO 3.3 .
Glu 345 13 65 5,0
Glu 356 16 36 2.3
Asp 376 14 43 3.1
Glu 380 20 45 2,3
Glu 382 14 27 1,9
Asp 413 47 51 1,1
Gly 446 38 120 3.2

TOTAL 338 712 2.1

Tabla 5
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4.3.5. Anélisis de accesibilidod.
Estos onélisis se reolizaron con el objeto, si no - 

tanto de confirmar la exposicién al solvents de olgén residuo, 
sf ol menos con la idea de poder descortor alguno de ellos. - 
Ya que la interpretacién de los datas es prablemética, al te —  
ner que recurrir a la representocién en un piano de unas coo£ 
denodos espaciales, los dotos obtenidos no se tomaron nunca/ 
como excluyentes sino que se utilizoron, y no en todos los co 
SOS, a tftulo de mencién de la confirmocién de algun dato ex­
perimental conocido.

La Figura 37 muestra dos ejemplos opuestos que son/ 
representativos de lo anteriormente mencionado. Asp 249 no -- 
présenta al exterior de su ningun étomo de su cadena late­
ral. Sin embargo. Glu 269, uno de los residuos que se modifi- 
co extensivamente a 1 minuto de reoccién, présenta su cadena/
compléta sin tener étomos adyocentes y por tanto muy accesi--S
ble al solvents. La representacién es a escola ( lA «■ 1 cm) y/ 
como se describié en 3.3.7. el radio de la esfera considerada 
a partir del correspondiente es de 7&.
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Arg 255  
Leu 25 1 
Lys 248  
Met 252.

C^249

Glu 26 9

C . 269

Figura 37.- Representoci6n planar de las coordenadas espaciales 
de los étomos que rodeon, en un radio de 7

de los residuos modif icados. 1 A ^
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La IgG obtenida per cromatograffa en DEAE-celulosa/ 
résulté pura en base a los criterios utilizodos.

La accién de la papafna sobre la IgG permite obte*- 
ner el fragmente Fc tros cromatograffa en DEAE-celulosa y fi^ 
tracién en gel. La presencia de una banda a un peso molecular 
de aproximadamente 50000 Dalton, en geles de poliacrilamida - 
presencia de SDS, banda que aparece en la zona de 25000 Dal—  
ton cuando la muestra es reducidcv osf como su comportomiento/ 
en inmunodifusién e inmunoelectroforesis confirmon como Fc la 
especie molecular purificado.

La modificacién qufmica se realizé en condiciones -» 
taies que el proceso résultera altamente selective y no se —  
produjeran reacciones secondaries, en Tyr e Hys, détectables/ 
por onélisis de omino écidos (146), La cinética observado fue 
semejonte a la obtenida previomente (146) y practicamente -—  
idéntico a la descrito originolmente por Hbore y Koshlond —  
(249) para compuestos corboxflicos libres en solucién. Asimi^ 
mo, las condiciones de modificacién se escogieron para éviter 
cambios conformacionales notables a tiempos pequeRos de reoc- 
cién (146).

La modificacién qufmica radiactiva realizada a 1 y/ 
5 minutos de reoccién exhibié une cinética onélogo a la des—  
crito pore condiciones no radiactivos. De las 12 cadenas lot£ 
raies écidos modificados, 9 correspondieron a residuos de Glu. 
Esto se debe, proboblemente, a la mayor longitud de las cade­
nas latérales de este ominoécido con respecto a las de Asp,/ 
lo que résulta en una mayor accesibilidod de sus grupos carbo 
xilo (259).

Al evoluor la contribucién especffica de coda grupo 
modificado a la pérdido de capacidad onticomplementeria o de/ 
unién a receptores celulares es importante tener en cuento la
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extensién de la modificacién de coda cadena lateral al tiempo 
en que no se observa olterocién funcionol (1 minuto) y al —  
tiempo en que la funcionolidad es obolido drésticomente (5 m£ 
nutos). Esto es totolmente necesorio ya que el numéro de resi 
duos modificados a esos tiempos de reoccién es, como se ho -- 
mencionado, el mismo.

Los onélisis de ominoécidos de las protefnas modi- 
ficados mostroban que el incremento molar de Gly, por cadena/ 
de Fc, era 3 a 1 minuto de modificocién y 7,6 a 5 minutos -—  
(146). Ya que en ombos casos el numéro de residuos modifico-- 
dos es 13, eso significa que la extensién media de la modifi- 
cocién por residuo es 23 y 59% respectivomente. Obviomente, - 
no todos los grupos se modificon en la mismo extensién ya que 
su reoctividod no tiene por qué ser la mismo, odemés de no —  
serlo su accesibilidod. Sin embargo, la cuontificacién del —  
porcentaje de modificocién de coda residuo es problemético ya 
que la actividad especffica de los grupos marcados porece sub 
estimer la extensién de la modificocién. Asf, mientras que la 
actividad especffica por cadena de Fc^l modificado es 730 pCi/ 
mmol para 1 minuto y 1570 pCi/mmol para 5 minutos, estos valo 
res se ven reducidos a 338 y 712 (Tabla 5) cuando se suma la/ 
actividad especffica de coda residuo particular. Es decir, es 
ta segundo voloracién subestima los dotos en aproximodomente/ 
un 50%.

No se ho encontrodo explicocién convincente para es 
to discreponcio de volores yo que una pérdido de marco como - 
consecuencio de la deomidocién producido durante la secuencia 
cién porece ser un hecho improbable,

Sin embargo, hoy que tener presents que la estima—  
cién de los rendimientos repetitivos para péptidos de pequePto 
tamaRo es lo suficientemente inexocto como para producir un -
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error significative en la valoracidn de las actividades espe- 
cfficas individuoles que, logicamente, afectoran a sus valo—  
res absolûtes. Este errer ne debe efectar a les voleres del - 
incremente relative de captacidn de radiéetividad entre 1 y 5 
minutes ya que el precedimiente seguide y les calcules reali- 
zades para un residue dade fueren id^ntices pare embes tiem-- 
pos de reaccidn. Este queda cenfirmade per el heche de que el 
incremente relative total entre ambes périodes de mpdifica-4- 
cién, calculade a partir de la centribucidn de coda residue,/
2 .1, es id^ntice al encentrode per estimecidn de la radiacti- 
vidod incerperoda tros la medificacién y muy semejante al vo­
ler ebtenide a partir del numéro de Gly incerperodos despu^s/ 
de coda tiempe de medificcci<5n, 2,4. La pequeMa desviocién —  
respecte al voler ebtenide en les cases onterieres puede ex—  
plicorse si se tiene en cuento el errer siempre inherente al/ 
calcule de Gly a partir de andlisis de ominedcide.

En censecuencia, les valeres de S ebtenides ne se - 
pueden temer fermelmente ceme une medida de la extension de - 
la modificocidn. De oh£ que, siempre que precede, se hard men 
cién al incremente relative de la actividad especffica parti­
cular, ya que va a ser este pardmetre el que va a cerrelacio- 
nar cen la pdrdida de funcienalidod ebservodo.

De les 13 residues medificodos, 6 estdn locolizados 
en el deminio C^2 pueste que esta regidn es la que One el Clq 
es probable que la medificocidn de sus residues dcides es di- 
rectomente responsable de la pdrdida de copocidod enticemple- 
mentoria.

Glu 269 y Glu 310 ne aumenton la extensidn de su me 
dificacidn despuds de 1 minute de reaccidn (Tabla 5). Este su 
giere que ambes grupes bon reoccienade en su tetolidod en 1 - 
minute. Ya que o este tiempe ne se observe une olterocidn fun
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cional significative se debe concluir que o bien las cadenos/ 
latérales de embos residues ne estdn implicodes en la capaci- 
ded de octivocidn del cemplemente o que su medificecidn ne es 
suficiente para abelir tel capecidad.

Glu 333 ne se marco eprecieblemente incluse despuds 
de 5 minutes de reaccidn. Este heche queda cenfirmade per el/ 
baje incremente de Gly ebservede en el pdptide T3 (Tabla 3) - 
cen respecte a la mayerfa de les etros pdptides. Les andlisis 
de eccesibilidad reelizodes muestran que eunque su cedena la­
teral estd expuesta al selvente, es muy probable que su grupe 
carbexile estd fermonde un par idnice cen la Lys 320 (107).Per 
tante es pece probable que este residue estd invelucrode en - 
la ectivecidn del cemplemente.

La cadena lateral del residue Asp 249 estd relative 
mente eculta a juzgar per nuestres andlisis de accesibilidad. 
Ademds, estd muy prdxima al grupe guanidinie de la Arg 255 —  
cen la que prebablemente estd fermonde un enlace idnice (107). 
De esta manera, aunque la radiactividad incerperoda aumente - 
significativamente entre 1 y 5 minutes, su participacidn en - 
la octivocidn de cemplemente parece improbable.

Tante Glu 258 ceme Glu 293 aumenton la extensidn de 
su medificocidn entre 1 y 5 minutes de reaccidn. Sus cadenas/ 
latérales estdn expuestas al selvente. Glu 258 estd prdximo - 
al ozucor fermonde, prebablemente, un puente de hidrdgene cen 
un residue de galactose (107). La cadena lateral del Glu 293/ 
emerge de lo superficie de la meldcula. Porece, per tante, pro 
bable que la medificocidn de une o de les des residues puede/ 
ser responsable de la inactivacidn funcienal del dominie Cy2/ 
despuds de la medificocidn de sus cadenas latérales dcidos. - 
Sin embargo, hoy que tener en cuento que esta medificocidn se 
sumo a la antes mencienodo de Glu 269 y Glu 318. Asf, es pesi
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ble que la inactivacidn funcional sea el resultado de una can- 
celacidn acumulativa de cargos negotivos mds que a la modifica 
cidn de un solo grupo.

Glu 250 y Glu 293 estdn en la cora C del dominio Cy2 
(107, 114). Glu 269 estd en el recodo que une la segunda banda 
P de la cora C con la primera banda de la copo 2, pero muy prd 
ximo a oquello. De esta manera es probable que olgun drea de - 
esta cara C puedo estor primoriomente. involucrada en la activa 
cidn de complemento.a trovds de contactes que comprometon el - 
estoblecimiento de enlaces solinos.

La participacidn de enlaces hidrofdbicos, ademds de/ 
las interacciones de cargo, en la activocidn del complemento - 
ho sido ya mencionada (138, 141, 142, 143, 147, 148). Es proba 
ble que su papel sea estobilizor los puentes solinos por exclu 
sidn del solvents, Presumiblemente este segundo paso permiti —  
rfo la octivocidn del Clq.

El drea précisa del 0^2 a la que se une el Clq estd, 
como ya se menciond, aun en duda. El drea sugerida por Burton/ 
y col. (132) incluye los residuos Glu 318 y Glu 333 que como - 
se ho discutido onteriormente porecen no jugar un papel funcio 
nal significotivo en nuestro sistemo experimental. Sin embargo, 
el resfduo Glu 293 estd inclufdo en el segmente descrito por - 
Brunhouse y Cobra (131) como involucrodo en la unidn del Clq./ 
Ya que en la interoccidn entre mocromoldculos suelen portici-- 
por dreos relotivomente distantes unos de otros, parece ocioso 
el otribuir a un residue o a un segmente corto la propiedod de 
sitio efector. Mds idgico parece pensar que una de las dreos / 
comprometidos sea una que rodee al Glu 293.

La unidn del 2, 5-diaminotoluene, un inhibidor del - 
Clq, al segmente del Cy2 que abarca Ser 326 a Leu 326 (Sutton, 
comunicacidn personal) sugiere que este drea, correspondiente/
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al osa de la banda p sugerida por Burton y col. (132) puede —  
ser importante. Glu 269 estd cerco de ella de forma que, aunque 
su sola modificacidn no induce inactivacidn funcional, puede - 
contribuir a la unidn del Clq.

Es conocido que la unidn de la Protefna A al Fc no - 
inhibe la activacidn de complemento (214). Se sobe tombidn de/ 
la capacidad del FCy4 para mediar tal activacidn mientras que/ 
la IgG4 correspondiente es incapaz de interoccionar con Cl, —  
probablemente debido a su conformocidn en "T" (89).

Estos datos, sumados o la reconocido incapacidod de/ 
moldculas mutantes carentes de la regidn gozne para unir Cl y/ 
activar la via cldsica del complemento sugieren que la interac 
cidn Fc-Clq debe tener lugar en los partes mds mdviles del do­
minio Cy2 que estdn situadas en su zona NH^-terminal (107,102).
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A juzgar por el patrdn de comportomiento observodo/ 
en la Figura 32 la reaccidn de la Protefna A del S. aureus —  
con el fragmento Fc parece ser independiente de la modifica—  
cidn de grupos carboxilo, Asimismo, la interoccidn parece no/ 
requérir un elevado grodo de integridad conformocionol ya que
adn a lO minutes de reaccidn la interaccidn observodo es --
igual a la mostrada por la protefna nativa.

Esta segunda apreciacidn se basa en las variaciones 
detectadas en los espectros de dicroismo circular a tiempos - 
superiores a 5 minutes de reaccidn (146). En elles se observa
una disminucidn en las bandas a 225 nm, a 291 nm correspon---
diente a Trp y en la zona entre 250 y 270 nm asignoda esen-—  
cialmente a Tyr (260). Puede tambidn opreciorse una pdrdida - 
de estructura fine en esta regidn. En conjunto résulta un es- 
pectro semejante al que produce la sumo de los espectros de - 
Cy2 mds Cy3 que como se sobe no reproduce totalmente el espec 
tro del Fc nativo, sobre todo en la regidn 220-240 nm (77).

Los dos sugerencias mencionadas son totalmente com­
patibles con los datos de cristalogroffa de rayos X (107) en/ 
los que se muestro que el fragmento B de la Protefna A, su —  
fragmento octivo, se une a la zona de contocto Cy2-Cy3 involjj 
crondo residuos de ombos dominios. A la estabilidad del unico 
contacte que presumiblemente tiene lugar en condiciones fisio 
idgicas contribuyen solamente cuatro puentes de hidrdgeno: --
Ser 254-Gln 128, Asn 434-Asn 130, Leu 432-Tyr 133, Gin 311---
Asn 147. Como puede observorse no hoy participacidn de ningun 
residuo dcido; de ahf que la modificacidn qufmico realizada - 
no altéré el comportamiento funcional del fragmento Fc.

Es probable, ademds, que debido al pequeRo tamano - 
del contacte (579 de drea accesible recubierta en el Fc, - 
107) dste sea independiente de los combios conforméeionales -
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que hayon tenido lugar como consecuencio de la modificacidn,
El hecho de que residuos tales como Asp 376 y Glu - 

380, que participon en la estabilizacidn de la zona de conta£ 
to Cy2-Cy3 (107), hayon resultados modificados es una pruebo -
adicional de que la reaccidn con la Protefna A no involucro -
la participacidn de los restos dcidos del Fc y es relotivomeri
te independiente de la conformacidn nativo.

La pequeMo variacidn observodo a 30 minutos de reo£ 
cidn, apenas un 25% de disminucidn en la capacidad de inter­
accidn, podrfa tener dos explicaciones; que fuero una conse—  
cuencia de los extensos combios conformacionales observados a 
este tiempo de modificacidn o que a este tiempo se hubieran - 
modificado los residuos Asp 415 y/o Glu 430 que son recubier- 
tos por el Fragmento B durante la formocidn del contacte y —  
que podrfan de alguna forma alterar poco significativamente - 
el entorno necesario para aquel. Esta dltimo parece poco pro­
bable debido al cordcter esencialmente hidrofdbico del conto£ 
to 1.

La investigocidn de la interoccidn entre factores - 
reumatoides generates e IgG humana ha estado siempre complice 
do por la presencia de anticuerpos heterdlogos y anticuerpos/ 
anti-alotipo dentro de la poblacidn de los factores reumatoi­
des .

Este problème podrfa soslayarse, en cierta manera,/ 
si se utilizoro como onticuerpo sensibilizonte une IgG de une 
especie filogeneticomente prdxima a la humane (por ejemplo, - 
babufno, 233), El hecho de que en nuestro ensoyo se hoye uti- 
lizado onticuerpo IgG de conejo no invalida nuestro sistemo - 
experimental ya que la contribucidn de los anticuerpos ontio-
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lotipo y heterdlogos a la aglutinacidn de los eritrocitos sen 
sibilizodos no excede nunca del 1% (tftulo 1/32 de un suero - 
normal frente a 1/10480 de nuestro suero patoldgico).

Lo que si continda haciendo problemdtico cuolquier/ 
interpretacidn de lo reaccidn del factor reumatoide es la di- 
versidad de especificidades présentes en su poblacidn. El he­
cho experimental de una disminucidn progresiva en la capacidad 
de inhibir la aglutinacidn por parte del fragmento Fc de la - 
IgG humana modificado a distintos tiempos no es, por tanto, - 
facilmente interpretable.

Este comportamiento funcional observodo podrfa ser/ 
consecuencio de très hechos: a) De un progresivo oumento del/ 
ndmero de restos modificados; b) De una progresiva cancela-*- 
cidn de la cargo de ciertos residuos particulores; c) De com- 
bios conformacionales osociodos a la modificacidn. La distin- 
cidn, con nuestros datos, es imposible aunque presumiblemente 
el comportamiento funcional vendrfa marcado por la sumo de -- 
los tres efectos. El que exista una frecuente contribucidn de 
la cargo a la constitucidn de déterminantes antigdnicos supo- 
ne que lo perturbacidn de dsta puede alterar la estructura de 
dichos déterminantes en muchos cosos y en consecuencio la of£ 
nidad de los correspondientes anticuerpos. En cuolquier coso, 
la multipiicidad de déterminantes que interoccionon con el -- 
factor reumatoide y el desconocimiento de su locolizocidn mo­
lecular hacen que nuestros datos no permitan estoblecer una — 
correlacidn entre la estructura y la funcidn de este sistemo.

Una posterior investigocidn utilizondo factored reu 
matoides monoclonales de diverses especificidades podrfa con— 
tribuir a una locolizocidn mds précisa de los diverses déter­
minantes antigdnicos del Fc implicodos en lo reaccidn com el/ 
factor reumatoide.
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La modificacidn qufmica de los grupos dcidos del —  
fragmento Fc suprime casi totalmente lo capacidad de unidn a/ 
receptores celulares de neutrdfilos ya a los 5 minutos de mo­
dif icacidn.

Como se ho comentodo en la Introduccidn, los estu—  
dios realizados utilizondo dominios aislados sdlo han conduct 
do a uno discreponcio de interpretociones ocerco de la local^ 
zocidn topogrdfico del centro efector (179-182). Sin embargo, 
la neceisdad de una estructura cuaternaria intacto en la poi—  
cidn Fc parece la proposicidn mejor sustentodo (102, 201).

Uno de los datos mds convincente a este respecto ra 
dica en el hecho de que tanto la IgG como el Fc reducidos son 
incopaces de inhibir lo formacidn de rosetas en un ensoyo com 
parable al realizado en nuestro estudio (201, 250). Aunque en 
ambos cosos no se detecton combios conf ormacionales por di —  
croismo circular, parece probable que la rotura de los enla­
ces disulfuro en la regidn gozne conduzco a olterociones en - 
las relociones cuoternorias entre los dominios del Fc al in—  
crementorse la flexibilidod segmental en torno a la regidn in 
ter Cy2-Cy3 (80).

El hecho de que la modi ficacidn de mds del 60% de - 
los grupos amino de la IgG de conejo, accesibles al TNBS,no - 
interfiera con la capacidad de formacidn de rosetas (250), pa 
rece descartar de alguna manera la participacidn de estos gr£ 
pos, especialmente si se tiene en cuento que no se han detec- 
tado combios conformacionales por dicroismo circular. En es­
tes mismos estudios, la modificacidn de grupos carboxilo indu 
ce un ligero cambio en el espectro que ofecta a la banda de - 
225 nm. El mismo resultado se observa en nuestro estudio con/ 
el Fc humano (146). La interpretacidn de este cambio es diff- 
cil. Se ha sugerido que puede estor relocionodo con la confo£
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macidn de la regidn inter Cy2-Cy3, pero le idea se opoyo dni- 
camente en el hecho de que dicha banda no se régénéra por la/ 
suma de los espectros de dicroismo circular de Cy2 y Cy3 ais­
lados (77, 261}* En cuolquier caso ha de dejarse obierto la - 
posibilidad de que la inactivacidn funcional observodo en --- 
nuestro sistemo sea, al menos en parte, debido a los pequenos 
combios conformacionales inducidos por la modificacidn de gru 
pos dcidos puesto que, como se ha mencionado mds orribo, par£ 
ce que la interaccidn IgG-receptor puede tener requerimientos 
conformacionales estrictos,

Nuestros datos son tombidn compatibles con una par­
ticipacidn directe de algunos grupos dcidos en lo interaccidn 
con receptores,Como es sobido, el estoblecimiento de puentes/ 
solinos en entornos apolares contribuye a la estabilizacidn - 
de algunos interacciones protefno-protefno ( ). Sin emborgcv
la imposibilidad de relocionar el sitio efector con un domi-- 
nio particular y el hecho de que los grupos dcidos modifica—  
dos se encuentren reportidos en ambos dominios no permits ho- 
cer dsignaciones*

Ciccimarra y col. (179) han sugerido que la regidn/ 
que comprends los residuos 407-416 participa directomente en/ 
la interaccidn con receptores. Esta regidn comprends el Asp - 
413, que résulta modificado y cuya actividad especffica no —  
oumenta entre 1 y 5 minutos. Ello sugiere que este residuo no 
es, por sf sdlo, determinants en la interaccidn.
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1.- La modificacidn qufmico de protefnos es una aproximacidn/ 
experimental vdlida al estudio de los relociones estructu 
ro-funcidn siempre y cuando sea especffica y no produzca/ 
combios conformacionales significotivos que dificulten o 
involiden la interpretacidn de la dependencia de la acti­
vidad con los residuos modificados.

La locolizocidn de los restos modificados asf como/ 
la cuontificacidn de la extensidn de su modificacidn supo 
nen un mayor ocercomiento al problema y mds adn si se ti£ 
ne en cuento que se ha podido discernir, en algunos cosos, 
entre una modificacidn acompoMado de integridad funcional 
y otro que conllevo una abolicidn drdstica de actividad.

2.- Los popeles jugados por dominios individuoles en la media 
cidn de funciones ofectoras porecen, en muchos cosos, mds 
complejos que los previstos en la Teorfa de los dominios. 
El que ciertos actividades seon dependientes de altos dr- 
denes de estructura que involucren la participacidn de pa 
res de dominios o incluso la conformacidn nativo de la r£ 
gidn Fc dificulta la interpretacidn de algunos datas expe 
rimentales,

3.- Unos pocos cadenas latérales dcidos locolizados en, o ce£ 
ca de, la cora C de contacte del dominio Cy2 son esencio- 
les para la activacidn del complemento. Los datos son, —  
asimismo, compatibles con la implicacidn de dreos relati­
vement e distantes de la superficie y que podrfan incluir/ 
el drea alrededor del Glu 293 y quizds del Glu 258. No se 
oxcluye la participacidn del Glu 269 pero este residuo - 
no parece, por sf solo, ser un contacte esenciol.
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4.- Estos datos, unidos a los existentes en lo literotura, nos 
permiten proponer la hipdtesis de que la unidn IgG-Clq e£ 
td primariamente mediada por interacciones de cargo que - 
podrfan ser estabilizadas, en una segunda etapa, por el - 
estoblecimiento de enlaces no polores y por la exclusidn/ 
del solvente en las dreas de contacte.

5.- Nuestros datos expérimentales respecto a la interaccidn - 
con la Protefna A del S. aureus apoyan la idea de que los 
grupos dcidos no participon como elementos constituyentes 
de la interaccidn, de acuerdo con los datos de cristclo-- 
graffo de rayos X. Ademds, esta interaccidn parece no ser 
afectodo por los combios conformacionales que presumible­
mente hayon tenido lugar en la zona de contacte Cy2-Cy3.

6.- El hecho de que los grupos dcidos modificados se encuen—  
tren reportidos por los dominios Cy2 y Cy3 , sumodo ol des 
conocimiento de los centres efectores, imposibiliton lo - 
dsignocidn de residuos concretes como participantes en la 
zona de interaccidn con los receptores de neutrdfilos. —  
Ello estd aCjn mds complicodo por lo oporente sensibilidod 
o los combios conformacionales de la unidn de IgG a los - 
receptores celulares.

7.- La multiplieidad de especificidades dentro de la poblacidn 
del factor reumatoide no permite osignor la topograffa de 
de los sitios ontigdnicos. Esta multiplicidad sugiere que 
la reaccidn mediada por el fragmento FCy es consecuencio/ 
de un atributo estructural de la IgG mds bien que una ve£ 
dadera funcidn efectora.
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