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1/l.EBTRUCTURA GENERAL DE INMUNOGLOBOLINAS.-
1.1,1.Generalidades.. ( j

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas plasnâticas presen 
tes en todos los vertebrados, en las cuales reside la actividad an 
ticuerpo.

Anticuerpo eë un concepto funcional que désigna a la pro­
teina que se origins en respuesta a una estimulaciôn antigénica a 
decuada y es capaz de combinarse especificamente con el mismo an­
tigène que diô lugar a su producciôn o con sustancias de estructu 
ra muy similar. Inmunoglobulina es un concepto estructural y comn 
prends a todas las proteînas que poseon unos rasgos estructurales 
comunes y caracteristidos* poseen o no actividad anticuerpo reco- 
onocida. Ambos conceptos sin embargo tienden a unificarse puesto - 
que todos los anticuerpos son inmunoglobulinas y teôricamente cual 
quier inmunolgobulina podria funcionar como anticuerpo contra un 
posible antigeno, al menos en lo que a su capacidad de combinacidi 
especifics se refiere.

Los aspectos estructurales bâsicos, mantenidos a lo largo 
de la évolueiôn, consisten- en la estructura de cuatro cadenas po­
lipeptidicas, dos ligeras (L) y dos pesadas (H), siendo su formu­
la general (HgLg)^ raantenidas unidas por fuerzas no covalentes y 
habitualmente por puentes disulfuro intercatenarios. Conformacio 

' nalmente cada cadena estâ constitulda por un nûmero de dominios - 
globulares, mantenidos por puentes disulfuro e interacciones no - 
covalentes, de dimensiones aproximadamente constantes#^ig n@ l)>En 
base a la bomologia en la secuencia de aminoâcidos de las cadenas 
H estas se clasifican en clases, habiéndose descrito las M, G, A,
E y D y dentro de estas en subclases p. ej. la IgG humana presen­
ts las IgGl, lgG2, IgG) e IgG4, Asimismo las variaciones en la se 
cuencia de las partes constantes de las cadenas ligeras son en ba 
se de su clasificaciôn en tipos Kappa y Lambda (K  y  ^  El domlnlo 
N-termlnel de £ada cadena exhibe muoha mka varlaoidn an la aecuanola qua
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los otros dominios, pudiendo considerarse esta regi6n como ûnica 
para cada molecula y por ello se conoce como regi6n variable (V) 
(Vjj para la cadena pesada y Vĵ  para la ligera). iSl sitio de uniôn 
al antigène, résulta de la interacciôn entre Vy y De este mo­
do la diversidad de anticuerpos refleja la diversidad de las regip 
nés Variables. La secuencia C-terminal restante de las cadenas pe 
sadaa y ligeras presents una variabilidad mucho mener siendo inya 
riante y distinta para una clasificaciôn dada, por ello se la de- 
nomina regiôn constante (C),(3), Asl las regiones constantes de - 
las cadenas ligeras pueden exhibir una u otra de sus secuencias - 
invariantes caracterlsticas bien K o bien X  * 7 las regiones o - 
dominios constantes de las cadenas pesadas de por ejemplo la IgG 
humana podrân ser Cyl, Cy2, Cy5 6 Cy4. üntre las regiones V y G de 
ambas cadenas existe una regiôn de aproximadamente 10 aminoâcidos 
que se denomina regiôn conectante.

Cada par H-L conforma un sitio de uniôn para el antigeno 
por lo que la estructura de cuatro cadenas exhibe dos sitios de - 
uniôn. Por esto la Valencia minima de una inmunoglobulina es dos. 
La presencia de mâs de un sitio combinante en la molecula de ant^ 
cuerpo es de gran importancia biolôgica dado que permits la agrega 
ciôn de antigenos macromolecularés o particulados. Asi, la bivalen 
cia favorece el desarrollo de la fagocitosis mediada por el anti­
cuerpo y la fijaciôn del Gomplemento en presencia de antigeno.

Corolario necesario de la especificidad de los anticuerpos 
es su estructura heterogenea con respecto a los sitios combinantes. 
Dado que son molécules con al menos dos funciones, el reconocimien 
to del anbigeno y la iniciaciôn de una amplia gama de fenômenos s 
secundarios o independientes de la reacciôn con el antigeno como 
son la fijaciôn del '̂ ompleraento, la transmisiôn a través de membra 
nas, la reactividad con factores reumatoldes, la regulaciôn del - 
catabolismo y la liberaciôn de histamina por los mastocitos, las 
inmunoglobulinas exhiben heterogeneidad en las estructuras relacio
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dadas con ambas funciones.

Por otro lado ciettas partes de laa regiones variables ex 
hiben una mayor variaciôn secuencial que las otras. Una represen- 
taciôn de la variabilidad frente a sus posiciones en la secuencia 
muestra très o cuatro picos dependiendo de la clase de la cadena.
A estas porciones tanto de 1a cadena H como de la L se las denom^ 
na regiones hipervariables y estân Intimamente implicadas en la - 
formaciôn del sitio al antigeno.

1.1.2. Déterminantes Antip.énicos.-

Coino corresponde a molêculas de gran tamano, marcada com- 
plejidad estructural y notable heterogenidad las inmunoglobulinas 
contienen una diversidad de caractères antigenicos cada uno de los 
cuales destaca con mayor o menor relieve, dependiendo en gran medi 
da del icétodo empleado para su demostraciôn.

Ante todo las inmunoglbbulinas poseen caractères antigeni 
COS especificos de especie que permiten diferenciarlas de las in­
munoglobulinas de otras espeçies animales y que son constantes pa 
ra todos los individuos de una misoia especie. Estos reciben el nom 
bre de caractères ISOTIPICOS o ISOTIPOS. a estes pertenecen los - 
déterminantes de las clases de cadenas H(M,G,A,D,E) y de los tipos 
de cadena L (KyX) y pueden ser detectados por anticuerpos prepa 
rados en otras espœies. Algunos de estos caractères son comparti­
do s en mayor o menor grado por otras especies dando lugar a la - 
existencia de reacciones cruzadas, cuya intensidad es tanto mayor 
cuanto mas prôximas filogeneticamente se encuentren.

Hay otros caractères antigenicos demostrables en las inmu 
noglobulinas, cuya presencia y distribuciôn varian notablemente - 
de unos a otros individuos de una especie dada, estando esta va—  
piaciôn determinada por mecanismos genéticos, de tal manera que -
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ios caractères antigétiicos correspondientes se heredan, en gene—  
ral, de una forma autosômica simple * sin relaciôn con otbos caraç 
teres hereditarios conocidoa, taies como los grupos séricos y los 
grupos sanguineos. Estos caractères* que crean un poliformismo - 
dentro de la especie, reciben el nombre de caractères ALOTIPIUOS
0 AIf)TIPOS. tSobre estos nos detendremos posteriormente»

Otros caractères antigênicos, distintos de todos los ante 
riores que marcan diferencias entre unas y otras molêculas de las 
inmunoglobulinas de un mismo sujeto y dudosamente tambiên entre - 
individuos, reciben el nombre de caractères IDIOTlPICOü o IDIOTI- 
FOS« Estos estan localizados en la regiôn variable y pueden requ^ 
rir una combinaciôn especifica H-L para su expresiôn.(A,5)

La tabla n& 1 (6) recoge los marcadores alotipicos de las 
inmunoglobulinas de conejo y su asociaciôn con las clases de cadê  
nas H y los tipos de cadenas L. Los determinant es alotipicos que 
se comportas como controlados por genes alêlicos estan expuestos 
como un grupo.

Como se evidencia en la tabla n@ 1 él poliihorfismo genêti 
co o alotipia se observa en Iss cadenas L de conejo de ambos tipos 
Kappa y Lambda y en las regiones constantes Cy de la IgG, IgM e - 
IgA. Ademês un conjunto de diferentes marcadores alotipicos se lo 
caliza en las regiones Vy. Los mismos marcadores de la regiôn Vy 
estân présentes en todas las clases de cadenas H estudiadas IgG 
l^t IgA e IgE lo que viens a indicar que el mismo conjunto de ge 
nés Vy es compartido por todas las clases de cadenas pesadas.

1.2. BIOSINTiSSIS DE INMUNOGLæOLINAS.-

1.2.1. Ganeralidades.-

1 En los mamiferos los anticuerpos son producidos por unas
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C f. n n i l  n92 SI

C f.  NO NOMBRAOO
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V h  \Cf .o^,e,J a al a2 a3 SI

V h (7,b̂ « , ) X x32

y y33

K (K ,y « b ) b bA bS be b9 q , (Vk?l SI

X c7 c21
PROBABLEMENTE
PSEUD0ALEL05

Tabla na 1,
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célulos especiolizadas llamadas linfocitos B. El linfocito B en 
su estadio de diferenciaciôn terminal recibe el nombre dé cplula 
plasmâtica que esté caracterigada por la sintesis y secreciôn de 
inmunoglobulinas en gran intensidad* Estas células que estân am- 
pliamente distribuidas en los orgonos linfoides taies como el ba 
zo, ganglios linfâticos y médula ôsea, contienen, en sus estados 
diferenciados todo el complejo aparato intracelular asociado con 
la biosintesis y secreciôn de proteînas. Las cadenas pesadas y.li 
géras de la molecula de anticuerpo compléta son sintetizados a lo 
largo de la tupida red del reticulo endoplasmâtico rugoso, ensam- 
bladas dando lugar a una molécul'a de inmunoglobulina compléta, y 
transportadas al exterior de la célula. En el entorno extracelu- 
lar los anticuerpos desarrollan una amplia colecciôn de funciones 
biolôgicas e interaccionan con otras molêculas a fin de ejercer su 
papel projector en la économie del organisme.(7)*

Un aspecto caracteristico de los linfocitos B es la presen 
cia de inmunoglobulina, de facil detecciôn, sobre su superficie(8) 
que actua como receptor para el antigeno (9)» tras esta interaccion 
y quizâ con la cooperaciôn de linfocitos T y macrofagos, proliferan 
y diferencian con la producciôn de "cêlulas de memoria" y "cêlulas 
secretoras de inmunoglobulinas a alta velocidad o cêlulas plasmâti 
cas". El mécanisme inequivoco por el que estas cêlulas son estimu 
ladas para dividirse y diferenciarse, por el momento se desconoce.

Bajo circunstancias normales, la inmunoglobulina que secre 
tan los cêlulas plasmâticas es homogenea y contiens el par 
idéntico al expresado en el linfocito precursor original. De esta 
forma la especificidad de anticuerpo del linfocito es preservada 
en su progenie, exactamente como habia predicho la teoria de se—  
lecciôn clonal de Burnet (10). asimismo una cêlula plasmâtica dada 
en general express solamente un Cy y un Cĵ.

Si las cêlulas plasmâticas secretoras de IgG e IgA se deri
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Van de linfocitos B con IgM o IgD en su membrana debc haber un cam 
bio ("switch") en la expresiôn genética de las inmunoglobulinas du 
rante el desarrollo de tales clones. Kxperimenbos en los que la ad 
ministracion de anticuerpos anfci-lgM in vivo provocan la abolicién 

de la aparâciôn de IgG e IgA sugiere fuertemente la existencia de 
este tipo de switch.(11)

1,2.2. Diversidad de Anticuerpos.-

Los genes estructurales de las cadenas de inmunoglobulinas 
constituyen una familia multigénica. Las secuencias de DNA que co 
difican la. mitad K-terminal de las cadenas ligeras de las inmuno­
globulinas, convencionalmonte, se las ha llamado genes y las - 
que codifican la mitad C-terminal, que se encuentran separadas de 
los genes en células embi'ionarias (12), genes G. Durante la li. 
fei'onciaciôn de los linfocitos parece que ocurren una serie de - 
aconteciinientos de reagrupaciôn especifica por los que uno de los 
multiples genes V se situa en continuidad de un gen C.(13). 8e ha 
visto sin embargo que este reagrupamiento de los genes V y C no - 
produce una secuencia totalménte contigua del DMA que porta los ge 
nés V y 0 en un sentido lineal sino que el gen de la cadena-L act^ 
vo de las células de mieloma contiens una secuencia interrumpida 
en, o cerca de, la regiôn de uniôn te las regiones V y 0.(13,14),

Actualmente se sabe que hay una sola copia de cada class 
de gen de la regiôn constante, por tanto el origen de la divei'sié 
dad de anticuerpos, es decir como un ûnico animal da cuenta de su 
capacidad para producir alrededor de un millon de anticuerpos diffe 
rentes, es un problems que reside en la generocion de las diferen 
tes regiones variables.

Existen très teorias que traban de explicar este fenômeno 
de acuerdo con la "teoria de la linea germinal", la diveisidad ie 
anticuerpos esta codificada por un amplio nûmero de genes de la -
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regiôn variable présentes ya en la cêlula inmadura (germinal) y es 
heredada por todas las células productoras de anticuerpo)(15).

La teoria de mutaciôn somâtica mantiene que en las células 
germinales existe un numéro relativamente bajo de genes codifican 
tes de las regiones variables, que son heredados por las células 
productoras de anticuerpos y que la diversidad se genera por muta 
ciôn de estos genes.(16).

Un tercer modelo postula que el reagrupamiento de segmen­
tes de genes de la regiôn variable durante la diferenciaciôn de. - 
las células productoras de anticuerpos genera la diversidad de an 
ticuerpos.(17-19).

E.Rabat y T.T.Wu (17) mostraron que las diferencias de axai, 
noâcidos eran laés probables que tuviesen lugar en determinadas por 
ciones de la regiones variables de las cadenas de anticuerpo que 
en otras. Estes regiones se denominaron hipervariables y los seg- 
mentos con'menor fracuencia de alteraciôn regiones armazon. Rabat 
y Wu predijeron que los aminoâcidos de los segmentes hipervariables 
conformaba los sitios de uniÔn al antigeno, predicciôn que poste­
riormente fue confirmada pôr difracciôn de rayos-X. Ademâs Rabat 
y Wu propusieron que los segmentoa de DMA que codifican las regio 
nés hipervariables estân separados de aquellos que codifican los 
aminoâcidos armazon, postulando que los segmentes hipervariables 
se insertarian individualmente entre las .regiones armazon pare for 
mar un gen delà regiôn variable complete en las células producto 
ras de anticuerpos.

Sin embargo S.Tonegawa y W.Gilbert (20) por secuenciaciôn 
de los nucleotidos de un gen de la regiôn variable de células eme 
brionarias de raton encontraron que las secuencias hipervariables 
estaban ya situadas de una forma continua en este estado de dife­
renciaciôn resultado incompatible con lo sugerido por Rabat y Wu
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ÿa que ouponia que escas secuencias no se encontrarian continuas 
en las células germinales aunque posteriormente se insertasen en­
tre las regiones armazon en las células maduras.

Posteriormente Rabat, V/u y Bilofsky (19) modificaron su - 
teoria sugiriendo que en las células embi'ionarias pourlan hallar- 
se secuencias inespecificas entre los segmentos de nucleotidos que 
codifican las regiones armazon, los genes de la regiôn variablet.- 
completa se ensamblarian. entonces por eliminaciôn de estas secuen 
cias inespecificas e inserciôn de los minigenes hipervariables en 
tre los segmentos armazon.

Sin embargo Tonagawa y Gilbert en células de embriôn de - 
ratôn de 12 dias no encontraron ninguna de estas secuencias y pos 
teriorraente tampoco encontrô diferencia alguna en los putrônes de 
mapeo genêtico de los genes de esperma de ratôn res.ecto a los de 
embriôn de 12 dias saliendo al peso de la objeciôn que Rabat mani 
festô sobre el material embrionario (autenticidad o no de linea - 
germinal) utilizado inicialmente por Tonegawa y '̂ ilbert,(21)

Los estudios genéticos de Tonegawa y sus colegas ban raos- 
trado que la regiôn variable de una caaena ligera de ratôn esta « 
codificada por dos segmentos genéticos separados. Uno de estos co 
difica los aminoâcidos 1 a 97 ô 98 y el otro codifies el resto de 
los 111 auiinopcidos de la regiôn variable. Rste pequeno segmente 
se ha denominado J poruqe une las regiones constantes y variable 
de las cadenas de anticuerpo. Observaciones estas que han sido co 
rroboradas por otros autores (v/eigert y col.(22)), identificando 
11 de estas regiones J cada una de estas codificadas probablemente 
por un gen diferente. Asimisno las regiones variables de las code 
nas pesadas parecen ester compuestas de dos segmentos distintos - 
(23). Esta regiôn coincide con el tercer segmente hipervoriable■de 
las cadenas ligeras del ratôn, su funcionalidad mâs atractiva es 
que pueda estar implicado en la generaciôn de la diversidad de an
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.ticuerpos.
1

La contribuciôn especifica de los genes de la linea germi­
nal y de la mutaciôn somâtica como actuantes en la generaciôn de 
la diversidad de anticuerpos ha!^%ido y son uno de los objetos de 
investigaciôn en el campo de la inmunogenética. Hasta aproximada­
mente 1974 la evidencia experimental indicaba que habia muy pocos 
genes de anticuerpo en la linea germinal y que la mutaciôn somâti 
ca exp&icaba la mayor parte de la diversidad de los anticuerpos - 
en base sobre todo a los datos de secuencia que se tenian sobre - 
cadenas/que representon un 5-IO# del total de las cadenas ligeras 
en el ratôn.(24). Sin embargo, con respecto al nûmero de genes va 
riables de la cadena )dse han establccido, en base a las similitu­
des en Secuencia de aminoâcidos de las cadenasJC, $0 grupos de ge 
nés que codificariàn todas las cadenas K»(22). A su vez estos gru­
pos pueden subdividirse en otros seis o siete subgrupos cada uno 
de los cuales puede requérir un gen distinto para la regiôn varia 
ble.(25)

Aunque existe un creciente acueido sobre la existencia de 
media docena de genes por cada grupo de cadenas K aûn quedan impor 
tantes cuestiones sobre si* son suficientes genes para explicar to 
da o cas! toda la diversidad de los anticuerpos o si la mutaciôn 
somâtica, que se sabe que tiene lugar, es el primer mécanisme sub 
yacente a la diversidad. Todas las molêculas de anticuerpos estân 
formadas por 2 cadenas ligeras idénticas mâs dos cadenas pesadas 
idânticas. Si la combinaciôn es al azar entonces 1000 genes dife­
rentes para .̂as cadenas ligeras mâs otros 1000 para las pesadas - 
serian suficientes para producir un millôn de molêculas de anti—  
cuerpos diferentes, que es citado habitualmente como el nûmero mi 
nimo que un animal individual es capaz de producir (21),

Weigert y sus colaboradores (22) basândose en anâlisis e£ 
tadisticos de las secuencias de aminoâcidos de cadenas K conocidas
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fconcluyeron que las proteînas poürian dividirse en ^0 ginipos, si 
6 ô 7 genes se necesitan para codificar los miembros de cada grupo 
serian alrededor de genes de la regiôn variable para las cade 
nas yC. Esta es una de las estimaciones mâs altas establecidas ha^ 
ta la fecha y V/eigert piensa que 4kg genes en la linea germinal - 
dan cuenta de alrededor del 10;b de la diversidad de anticuerpos y 
el resto se deberia a la aportaciôn de otros mecanismos. Estos o- 
tros incluirian la mutaciôn somâtica y la combinaciôn entre un nû 
mero de genes J y genes de la regiôn variable. Mo obstante, algu­
nos investigadores piensan que no todôs los grupos de cadenas K - 
han sido identificados (26), u Potter relega la mutaciôn somâtica 
a un segundo nivel con respecto al numéro de genes de la linea - 
germinal.(26,2?)

1.2.3. Distribuciôn de los genes de las cadenas polipeptidicas. de 
las inmunoglobulinas.-

1.2.3.1. Gbies de las cadenas ligeras.-

La cadena ligera es sintetizada como un precursor mân lar 
go que el que secrets la célula plasmâtica contenxendo en su re—  
giôn NHg-terminal un péptido adicional marcadamente hidrofôbico, 
(28). La marcada hidrofobicidad de esta secuencia extra favorece- 
ria la interacciôn del precursor con uembrans celulares de una oa 
nera similar a la funciôn del "dominio hidrofôbico" de proteinaa 
unidas a membranas (por ejemplo glioophorina),

I. Schechter y Y. Burstein (28) propoen que el posible pa­
pel fisiolôgico de esta secuencia extra es dirigir la mayor parte 
de las molêculas precursoras al retâdulo endoplasmico donde son - 
escindidas, dando una Gin como extrerao NHg-terminal que se cicla 
dando lugar a âcido pirrolidon-carboxilico para producir la cade 
na L madura destinada para ser secretada.

El gen funcional, es una célula plasma ica, para una cacê
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na ligera esta compuesbo por una regiôn preoursoia, seguicla de una 
regiôn de 95 bases de DMA, que no se ti'onscribe, gen de la regiôn 
variable (V+ J), I25O bases de DMA no codificante y por ultimo el 
gen de la regiôn constante.(29)*

Tonegawa ha denominado a las secuencias de DNn que no se 
transcriben intrones (por region intragenica o intracistron)por - 
lo que la estructura del gen para la cadena L seria lider (4$)-in 
tron(93)“Variable(5<?6)-intron(1250)-constante(348).

Tonegawa hipotetiza que la mayor parte de los genes de cé 
lulas superiores estan consituidos por DMA informacional intercâ  ̂
lado con secuencias silenciosas. El cistiron eucariÔtico es por tan 
to una unidad de transcripciôn que contiens regiones alternas que 
son excluidas del mmnsaje (intrones) y regiones que se expresan 
(exones)(12). Recientes trabajos apoyan una estructura genética - 
de este tipo en casos taies como : el "gen" que codifies el RI'IA - 
ribosomal 28S de la drosophila melanogaster (30,31) genes de las 
cadenas ̂ de inmunoglobulinas de ratôn (12,14), genes de la ̂ globi 
na de conejo y ratôn (32, 33), genes de la ovoalbumina de gallina 
(34) genes del tRMA de levadura*(35)*

De esta forma el gen es un mosaico: las secuencias corres 
pondientes para expresar una funciôn se mantienen en una matriz - 
que puede ser hasta 10 veces mâs larga que los componentes codif j. 
cantes.

La figura numéro 2 esquematiza los modelos hipotéticos pa 
ra los segmentos de DMA de los genes ISde ratôn. Estos segipentos ge 
néticos son reagrupados a nivel de DMA presumiblemente en linfoci 
tos diferenciados. Como con los genes X , el reagrupamiento de DMA 
se dirige a unir los segmentos V y J. Hay al menos dos caminos - 
para unir los segmentos J y 0 a nivel nucleotidico; a) Un segundo 
reagrupamiento de DMA situa al segmenta Jg mâs cernano al segmenta
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C, Hecientemente Honjo y Kataoka (37) han sugerido que dois o mas 
reagrupomientos de DNA pueden ocurrir en los linfocitos «durante 
el cambio en le sintesis de una s otra clase de inmunoglobulina.
La uniôn final de V y C tiene lugar por splicing del iüsA mensaje- 
ro (38). b) Un KNA nuclear de gran tamano con los segmentos J ines 
pecificos es procesado por enzimas del splicing del mkUA.

1.2,3.2* Genes de las cadenas pesadas*-

En principio la distribuciôn exonica de la regiôn variable 
de las cadenas pesadas no tienen poruqe ser distintss a la que px 
hlbe la regiôn variable de las cadenas ligeras y en este sentido 
hay datos parciales que confirmas esta suposiciôn (39). Heciente- 
mente Tonegawa (40) por digestiôn del DNA de células de mieloma de 
ratôn HOPC 21 coh la enzima de restricciôn Eco Kl e hibridaciôn de 
los fragmentes obtenidos con cDNA preparada a partir del miîMit de 
la cadena HOPC 21 ĵ-1 ha demostrado la existencia de cuatro exones
que codifican para los dominios C^l, 0^2, Cg3 y para la regiôn goz
ne, distribuidos como indica la figura ns J,

La uniôn de los genes V y C en el ENA nuclear puede expli
car alguûo de los aspectos probleméticos de la expresiôn genética 
de les cadenas pesadas de inmunoglobulina. Durante la respuesta - 
inmune hay un cambio en la producciôn de 1^4 a IgG que parece ser 
el resultado de un cambio de la cadena pesada dentro de clonos -
ûnicos (41). Se ha visto que un paciente con mieloma produce -
idénticos en secuencia para IgM e IgG (42), otros estudios han mo^ 
trado que una cêlula produce regiones Vg idénticas en asociaciôn 
con y (43). De esta forma, una cêlula express un gen y es 
te mismo gen V puede, a tiempos diferentes, asociarse con , Cf 
y Cg, y es posible que pueda tener una asociaciôn posterior con 
Cti ya que se ha visto que una misma secuencia esta presents en
la IgG e IgA de un paciente con mieloma IgG-IgA. Habbits (38), ba
sandose en el procesado de mRNA nuclear heterogeneo ha propuesto
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lin hipotêtico eaquema para la expresiôn de las cadenas pesadas de 
inmunoglobulina que la figura numéro 4 représenta.

Un ûnico gen Vy se selecciona del pool de genes Vy y por 
un proceso de rëâgruparaiento del DMA este gen V y se situa en prox^ 
midad de un gen Cy» A continuaciôn se produce una primera transcris 
ciôn de la unidad genêtica activa de 1»:̂  padena pesada para prodĵ  
cir un precursor RNA(nuclear) que contiens la regiôn Vy y las dife 
rentes clases de genes C y . La cêlula ahora puede producir a partir 
de una especie precursors de RNA nuclear, la misma region Vy asoci^ 
da con cualquiera de las clases Cy por procesos de looping out de 
las secuencias intercal&das,y uniôn de las regionea Vy y Cy segui 
da de degrâdqciôn del HNA que no se traduce. Por tanto una ûnica 
cêlula utilizando de esta forma un mHKA precursor podria producir 
simultanés o secuencialmente una$ dos o très especies de mHBA que 
contienen una misma secuencia V y  con diferentes secuencias C y .

En la figura n2 4 cl orden de los genes C y es hipotêtico 
y para simplificarlo no se ban incluido los genes Cy de las subcla 
ses ni la distribueiên exênica dentro de estes.

1.2.4. Slntesis y ensanibla.ie de las molécules de cuetro cadenas 
-

Las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglbulinas son sinte 
tizadas independientemente en los poliribosomas de cêlulas de teji 
dos inmunes y de cêluas de mieloma (44).

Los poliribosomas responsables de la sintesis de las cade 
nos pesadas y ligeras sedimentan a alrededor de los 300 3 y 200->S 
respectivaiuente, y por visualizaciôn direota de estos mediante mi 
croscopia electronica, los poliribosomas estân compuestos de 11 a 
18 ribosomas para las cadenas pesadas y de 4 a 5 para las ligeras
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(45)• fixperiraentos en los que células de mieloma son expuestas a 
aminoâcidos marcados radiactivamente durante périodes cortoo de—  
muestran un creciraianto secuenciel de la cadena po1ipeptIdica des 
de el extreme N-terrainal (46).

Despuês de la sintesis de las cadenas pesadas y ligeras - 
tiene lugar el ensamblaje en ëstructuras de cuatro cadenas H2L2.

JSn el case de la IgA e Igl'i este ensamblaje prosigue por la 
adiciên de la cadena J y la fermaciôn de ëstructuras polimérioas. 
JSn la mayor parte de los cases el ensamblaje es acompanado o segui 
do de la adicion de hidratos de carbone en varies puntos de la ca 
dena poliptpidicsf

En la mayoria de las especies en que el ensamblaje biosin 
têtice ha sido la estructura de cuatro cadenas se mantine unida — 
per puentea disulfuro y unionss no cevalentes. Experimentalmente 
es facil estudiar el primero (pero no el ultimo) y définir el or® 
den en la forraaciôn de los puantes disulfuro. Este orden varia en 
las inmunoglobulinas emo conjunto pero es caracteristice y const 
tantes para una clase o sublease de inmunoglobulina dada (46).
El primer puente disulfuro inte medio formado en el ensamblaje de 
la estructura HgLg puede ser bien el Hg 6 bien el H-L. La cenverrr 
aiôn a la melêcula de 4 cadenas tiene lugar bien por la adiciôn de 
cadenas ligeras a Hg o por la dimerizaciôn de H-L.

En la practice suspensienes de cêlulas son incubadas duren 
te tiempos relativamente cortos y posteriormente se aislan las in 
muneglobulinas intracelulares y las subunidades de inmunoglebuli 
nas y se caracterizan por electreferesis en gel.

En el raton la mayor parte de las IgG se forman via inter 
mediario Hg mientras que la XgM se ensambla a partir de las subuni 
dades H-L. Es interesante tener en cuenta que el patrên de forma—
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biôn de puentes disulfuro dentro de la cêlula se corielaciono con 
su labilidad a condiciones reductoras,(46). Asi, en .iioléculas en 
les que el ensamblaje es via H-L les puentes disulfuro H-H son mâs 
susceptibles a la reducciôn que los H-L y viceversa. Le esta forma 
por simple estudio de la susceptibilidad a la reducciôn de una in 
raunoglobulina es posible predecir su ruta biosintética.

El orden de las interaccioncs no covalentes entre las cade 
nas es mas dificil de définir, ofn embargo una facets de las cade 
nas H y L de inmunoglbbulinas es sus fuertes interacciones no co­
valentes que hasta incluso pueden dar una estructura funcional 
HgLg capaz de unirse al antigeno en ausencia de uniones covalentes.

En base a esto, en una mezcla de cadenas pesadas y ligeras 
dentro de la cêlula, una predicciôn razonable séria la forraaciôn 
inmedieta de entidades unidas no covalentemente, acoplandose
las cadenas H y L en posiciones favorables a la forraaciôn de los 
puantes disulfuro intercatenarios.

1.2.5. Eecreciôn de Inraunonlobulinas y adiciôn de hidratos de car 
bono.-

Ciopi y Lemiox (4-7) demostraron que la sintesis de inmuno- 
globulinas tiene lugar en polisomas asociados con el reticulo endo 
plasmico. La liberaciôn vectorial de las inmunoglobulinas en la — 
cisterna del reticulo endoplâsmico, también ha sido evidenciada 
(48). Los dates de fraccionamiento celular, junto con los anâlisis 
de hidratos de carbono (49, 50, 51) y de microscopià:electrônica^ 
seguidac de'"autoradiografia de inmunoglobulina marcada con galac 
tosa ha deraostrado el paso de inmunoglobulina desde el reticulo » 
endoplâsmico rugoso al aparato de Golgi (52). Los valores de vida 
media del transito de los inmunoglobulinas desde el lugar de sinte, 
sis al exterior oscilan entre 90 y 150 minutos (49). Aproximada- 
mente dos tercios de este tierapo lo pasa en el reticulo endoplâsmi
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(\o rugoso y el resto en el eparato de Golgi,

Uno de los principales probleinas resueltos es la alta se­
lect ividad del mecanis./io de secreciôn. Algunos autores piensari - 
que las proteinas secretoras poseen "secuencias de reconociraiento 
para el transporte" (53) 0 que los hidratos de carbono pueden ser 
la senal de la proteina para su secreciôn (51)* 3in embargo, los 
estudio8 de secuencia de aminoâcidos no han identificado ninguna 
secuencia de transporte y luuchas proceinas incluyendo.las cadenas 
ligeras de inmunoglobulinas carecen de caTbohidrato y sin embargo 
son secretadas (54). La explicaciôn lués simple y probable es que 
los mRNAs para las proteinas secretoras contien una secuencia de 
nucleotidos, que no se traduce  ̂con afinidad para los ribosomas - 
unidos a membranes o subunidades ribosomales.(53)

Los oligosacaridos son unidos en diverses puntos a lo lar 
go de las regiones constantes de las cadenas pesadas de las inmu­
noglobulinas. La mayor parte de las uniones son de las que afectan 
al nucleo (core-type) mediante enlaces N-glicosidicos a una Asn - 
via hexosaminas N-acetiladas. La subclase IgAl y la IgD humane - 
aparentemente son las ûnicas que contienen también uniones tipo—  
mueina (O-glicosidico a Ser)(56). La idea mâs generalizada es que 
glicosiltransferasas especificas unen la mayoria de los azucares 
a las proteinas en una forma prensamblada por transferencia de - 
oligosacarido-dolichol u oligosacarido-retinol en el aparato de - 
Golgi (57.58) y se piensa que la adiciôn de los azucares termina­
les tiene lugar a nivel de la membrana plasmâtica durante su se—  
creciôn.

Basândose en el examen de las secuencias de aminoâcidos - 
de numerosas glicoproteinas Marshall (59) propuso que la secuencia 
tripeptidica aceptora de tipo nuclear Asn-X-Ser/Thr (donde X pue­
de ser un aminoâcido cualquiera) es condiciôn necesaria pero no - 
auficiente para el anclaje de la mayor parte de los oligosacaridos
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à proteinas unidos por uniôn N-glicosidica. Una emplie gamma de — 
factores pueden dar cuenta de las variaciones en el grado y loca- 
lizaciôn de la glicosilaciôn que incluyen la presencia o ausencia 
de transfei-asas apropiodas, compartimentalizaciôn intracelular o 
restricciones impuestas por el plegamiento polipeptidico.

Si bien es cierto que las inmunoglobulinas exhiben un al­
to grado de microheterogeneidad en el contenido de carbohidrato - 
existen relativamente pocas secuencias bâsicas. Estas se pueden - 
clasificar como ëstructuras complétas (clase A) que contienen éci 
do sialico terminal y fucosas y ëstructuras mâs simples (clase B) 
que contienen un predominio de manosa y hexosaminas. Jjos oligosa­
caridos de la clase B se encuentran predominantemente en la regiôn 
G-terminal (dominios Cy5 y Cy4) de las cadenas pesadas mientras - 
que las ëstructuras complétas se encuentran frecuentemente en el 
dominio Gy2.

1.2.6. Inmunoglobulinas poliméricas.-

E1 aspecto mâs caracteristico en el ensamblaje de inmuno­
globulinas poliméricas es la conversiôn de la subunidad 78 (HgLg) 
a poliroeros justo antes, o simultaneamente a su secreciôn (46,60).

La IgM 78 intracelular aislada no polimeriza espontaneamen 
te a menos que previamente se baya tratado con agentes reductores 
lo que sugiere que los residues de cisteina responsables de la - 
uniôn intersubunitaria estén bloqueados en el interior de la cêlu 
la. La liberaciôn de este bloqueo, quizâ con la participaciôn de 
una enzima que medie el intercambio disulfuro, puede former la ba 
se de un mecanismo de control para la etapa de polimerizaciôn fi­
nal.

Otros acontecimientos que tienen lugar durante la polime- 
nizaciôn, justo antôs de la secreciôn de inmunoglobulinas poliméri.
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bas son la Incorporaciôn de la cadena J a la molécula de inmuno—  
globulina (61) y la adiciôn de los restos de hidratos de carbono 
terminales (60),

El hidrato de carbono no desempena un papel critico en la 
polimerizaciôn dado que las monoméricas de IgA e lgI4, precursores 
de los polîmeros secretados, se pueden polimerizar in vitro en - 
forma de subunidades que carecen de fucosa y son déficientes en - 
galactosa (60). Bin embargo la cadena J desempena un papel impor­
tante en el ensamblaje de las inmunoglobulinas poliméricas.(62)

La polimerizaciôn sôlo tiene lugar cuando tanto la cadena 
J como una enzima intercambiadora de disulfuro purificada estân - 
présentes. La importancia de la enzima intercambiadora de disulfu 
ro se evidenciô por el hecho de que a bajas concentréeion'es de las 
subunidades lgI-1 e IgA pueden polimerizar en presencia de esta en- 
zimà al adicionar la cadena J. Altos nivelas de esta enzima se - 
han encontrado en el aparato de Golgi y en la membrana plasmâtica 
mientras que si bien se halla también en el reticulo endoplâsmico 
rugoso es inactive. La cadena J no desempena un mero papel catal^ 
zador en la polimerizaciôn ya que todas las cadenas J liberadas de 
■ IgM por reducciôn se reincorporan al polimero re-ensamblado(60).- 
En base a estos experimentos la cadena J se présenta como un re—  
querimiento estructural esencial para la polimerizaciôn de inmuno 
globulinas.(60).

Por otro lado teniendo presents que la cadena J se despla 
za desde su sitio de sintesis, por la misma ruta que lo hacen las 
cadenas pesadas y ligeras, es decir a través de elementos membra- 
nosos de la célula, un importante factor en el control de la poll 
merizaciôn puede ser la carsncia de interacciones no-covalentes sig 
nificativas entre la cadena J y las subunidades intracelulares - 
7S. Este control puede ser debido al hecho de que los residues de 
cp-steina, responsables de los puentes disulfuro inter-subunitarios.
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éstân bloqueados dentro de la célula lo que sugiere obvianiente un 
papel para las enzitnas intercaiabiadoras de disulfuro,

Una intrigante cuestiôn es por qué la Igla secretada es - 
uniformeinente un pentamero mientras que la IgA es una mezcla hete 
rogenea de dimero y inonomero. La ûnica respuesta que se ha dado a 
este hecho es que en las células secretoras de Igi'i la sintesis de 
la cadena J y de las subunidades IgM 78 esta equilibrada de tal - 
manera que ninguna r;e produce en exceso, mientras que en las cêlu 
las secretoras de IgA hay una deficiencia en la sintesis de cade­
na J, lo que puede producir la secreciôn de IgA en forma monoméri 
ca.(63)

Por otra parte se han realizado experimentos a fin de deter 
minar la participaciôn de interacciones no covalentes entre las - 
subunidades de IgM. Asi la reducciôn parcial y alquilaciôn de IgM 
contiene material que sedimenta a 198 en condiciones no disocian- 
tes y que es disociado por SDâ a material oligomérico (probablemen 
te diraeros) y subunidades 78. Es decir la IgM 78 alquilada puede 
asociarse con Igi'i oligomérica a través de fuerzas no covalentes - 
para formar raoléculas que sedimentan a 198, por el contrario las 
•formas raonomérica y dimérica de IgA sediraentan separadainente. La 
conclusiôn obvia es que en la polimerizaciôn tanto de IgA como de 
IgM el paso inicial es la formaciôn de un dimero con la inclusiôn 
de la cadena J. Para la IgM la posterior polimerizaciôn es promovi 
da por interacciones no covalentes entre el dimero y subunidades 
monoméricas. En el sistema de la IgA taies interacciones son presu 
miblemente infrecuentes por lo que la polimerizaciôn posterior no 
esta favorecida.

1.3. E3TKUCTUKA DE INMUNOGLOBULINAS Y PUHOIGNES EEEOTORAS.-
1.3.1. Aspect03 générales.-

Las inmunoglobulinas se han revelado como uno ue los efeç
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tores macfomoleculares de funcionalidad mâs diverse de la netura- 
leza. Sin embargo, aûn teniendo présenté la bundante literatura - 
sobre estructura de inmunoglobulinas asi como de sus receptores de 
la superficie celular, virutalmente no se sabe nada acerca de las 
especificidades de taies interacciones a nivel molecular ni de los 
mecanismos por los que las inmunoglobulinas median sus funciones 
efectoras.

Practicamente todas las actividades efectoras se han loca 
lizado en las ëstructuras de la porciôn Pc de las raoléculas de - 
inmunoglobulina, pudiendo estar implicado en las mismas la porcion 
oligosacarido.

En este sentido las inmunoglobulinas sirven como seriales 
especificas para la activacién de mecanismos menos especificas que 
tienen como fin la eliminaciân de antigenos extranos. Las estruc- 
turas Pc han évolueionado asimisiao para proveer de un marcado gra 
do de flexibilidad fisiolégica en la respuesta inmune. Asi varias 
clases de inmunoglobulinas pueden ser compartimentalizadas en teji 
dos secretorios, pasar de la madré al feto y neonato, regular su 
vida media en circulacién y sistemas linféticos. Estas ëstructuras 
de la regiôn constante son responsables de las que han sido deno- 
minadas "funciones secundarias" de las inmunoglLulinas (64). Dado 
que sin estas ëstructuras no habria integraciôn de la actividad - 
de uniôn al antigeno con procesos biologicamente Relevantes, no - 
es suficiente considérer la uniôn al antigeno y las activrdades - 
efectoras en têrminos de funciones primaria y secundaria.

Si bien es cierto que sôlo hay datos limitados sobre las 
ëstructuras de la regiôn constante responsables de funciones efe£ 
toras es posible définir algunos aspectos de la proUeina y oligo­
sacarido que han sido conservsdos durante la evoluciôn de inmuno­
globulinas y que son por tanto importantes. Las porciones de la - 
cadena polipeptidica a las que los oligosacaridos estân unidos -
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non morcadamonto conservatives entre las clases de inmunoglobuli­
nas.(65). Los anâlisis cristalograficos de rayos-X de las protei­
nas de mieloma Mew (i)6) y I16O5 (67,68) evidenciaron que algunas - 
ëstructuras (secundaria y terciaria) de la molécula cie inmunoglo­
bulina se mantenian también invariantes. 1 or ejemplo, los angulos 
de plegamientos en las cadenas H y L incluyen invariantes Gly con 
Pro Ser o Thr por su extreme amino. También se manifiesta como - 
invariante el numéro relative de restos hidrofobicos por molécula 
(69). Los datos de anâlisis de secuencia primaria han demostrado 
asimismo que los enlaces disulfuro intracatenarios, si bien son - 
diferentes para distintas especies, se correlacionan posicionalmen 
te para dar ëstructuras tridimensionales globales de las cadenas 16 
yXasi como en las regiones constantes y variables de las cadenas 
H que son marcadamente similares.

Esta conclusion escâ edemas soportada por datos de micros 
copia electrénica (70) y represents la hipétesis expresada por - 
Edelman y Gall en 1969 (71) de que las molécules de inmunoglobuli 
na se mantienen en una serie de dominios relativamente independien 
tes cada uno compuesto por una o mâs de las regiones de homologua 
secuenciel. Asi para las cadenas ligeras hay dos dominios, uno corn 
puesto por la regiôn variable V y el otro poi* la région constante 
G. Gomo muestra la figura n9 1 la cadena pesqda tiene 4 dominios 
de aproxiraadamente 110 restos de aminoâcidos cada uno, Uno lo for 
ma la regiôn variable Vy mientras que los otros très lo forman las 
regiones de homologua constante G y l, Gy2, Cy3 (para la IgG, Cyl, 
Cy2, Cy3). Cada dominio contiene un ûnico puente disulfuro intraca 
tenario y esta unido a su dominio contiguo por unos tramos de cade 
na polipeptidica menos plegada haciendo ’a la molécula mâs susce£ 
tible a la digestiôn por proteasas en estas regiones interdominio. 
Las cadenas pesadas de IgM e IgE poseen un domipio G-terminal acii 
cional lo que supone un poüencial adicional de diversificaciôn fun 
cional (62). Estos estudios sugieren dos puntos muy importantes,en 
la estructura y evoluciôn de les raoléculas de inmunoglobulina. Fr^
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mero, las regiones de bomologia pueden tener ëstructuras tridimen 
sionales similares cada una constituida por un dominio globular - 
compacte, hipétesis sustentada por datos de cristalografia de ra­
yos-X (66,72). oegundo, la presencia de homologia interna sugiere 
que los genes, tanto de las cadenas 11 como de las L, evolucionaron 
por duplicacién de un gen ancestral que codificaria para una cad£ 
na polipeptidica con el tamano de una ûnica unidad de homologia - 
(75) implicaciûn qua recientemente ha sido corroberada por Tone- 
gawa (40).

Intuitivamente siempre se ha tratado de inferir a los cam 
bios conformacionales en los sitios de uniôn al antigeno como la 
base de la transmisiôn de informaciôn mediada por el antigeno dejs 
de las porciones fab a las Fc, que supone un mecanismo alostêrico 
de transmisiôn de esta informaciôn. Bin embargo les alteraciones 
conformacionales résultantes de la uniôn al antigeno en inmunoglo 
bulinas no se han podido interpreter inoquivocamente. Los datos de 
dispersiôn rotatoria ôptica y dicroismo circular de los fragmentes 
Fab y Fc suponen que estos fragmentos poseen ëstructuras globula- 
res similares a las que poseen en inmunoglobulinas intactas.(74). 
Sin embargo los fragmentos pFc'humanos, al contrario que los pFc' 
de conejo, sufren alteraciones significativas en su estructura s£ 
cundaria tras su escisiôn de la IgG intacta(75)« Dado que tanto - 
los dominios como los G-̂  aislados se pueden combiner in vitro 
con cadenas H intactes se supone que al menos los fragmentos pro- 
teoliticos mâs grandes mantienen sus ëstructuras nativas tras la 
digestiôn enzimâtica.

Estudios comparâtivos de viscosidad intrinseca y tiempos 
de relajaciôn térmica entre IgG y sus fragmentes Fab y Fc son con 
sistentes con la presencia de ëstructuras globulares similares - 
(serai-rigidas) unidas por "goznes" flexibles(76). Esta interprets 
ciôn no es universal ni inequivoca para las inmunoglobulinas ni -
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iampoco implies que estas ëstructuras sean indénticas dentro de - 
una molécula.

Aunque hay evidencia generalizada de que las inmunoglobuli 
nas son flexibles, al menos en su estructura general, recientes — 
estudios indican que sûtiles diferencias en flexibilidades inter 
nas (dentro y entre los dominios) pueden ser importantes para la 
expresiôn de sus actividades efectoras.(77). En este aspecto es — 
interesante resaltar que desde un punto de vista evolùtivo se va 
alcanzando un mayor grado de flexibilidad en la molécula de inmuno 
globulina segûn se va ascendiendo on la escala evolutive.(78).

1.5.2. Diferenciaciôn funcional de los dominios de la regiôn cons 
tante de las inmunoglobulinas.—

1.3.2.1. Funciones de los dominios Cĵ y Cgl.-

Dorrington y Pointer (79) han propuesto una de las teorias 
mâs lôgicas para la significaciôn y funciones biolôgicas de los do 
minios Cyl y Ĉ . Estos autores teorizaron que las primeras regio 
nés de homologia constantes actuan como "espaciadores" entre el si 
tio de uniôn al antigeno y los otros dominios de la regiôn Fc. No 
obstante la implicaciôn funcional de estos dominios por el momon» 
to se desconoce.

1.5.2.2. Funciones de los dominios Cy2.-

La activaciôn del sistema del Complemento es una de las - 
funciones efectoras mâs importantes de las inmunoglobulinas. En el 
dominio Cĵ 2 de la IgG reside la capacidad de activer el Complemen 
to por la via clâsica medida como uniôn al primer componente de - 
este sistema. Esta actividad tiene restricciones de clase y subcla 
se. Asi mientras que por ejemplo las IgGl y 5 humanas, IgGl e IgG2 
a de rata IgG2 de cobayo, IgGl e IgG2b de ratôn exhiben la capaci 
dad de fijar Clq, las IgG2 y 4 humanas, IgG3 e lgG2b de rata,IgGl
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^ 3 de cobayo e IgG3 de ratôn no manlfiestan dicha actividad o —  
exhiben una afinidad por el Clq muy baja.(80)

Po?otro lado, diverses estudios han mostrado que la regiôn 
Cy2 y las ëstructuras interdominio (con inclusiôn de los carbohi- 
dratos) estân implicadas en el control de las velocidades catabô- 
licas de lgG(80). Las vidas médias de los fragmentos 0 y 2 y C y 3 
radiactivamente marcados indican claramente que el dominio C y 2 - 
tiene la misma vida media que la IgG y que las ëstructuras de in­
munoglobulinas implicadas en la activaciôn del Complemento y adhje 
siôn a receptores Pc de macrofagos estân probablemente separadas.
Es probable que tanto el carbohidrato interdominio como las estrue 
turas 6 y 2 estân implicados en el control catabôlico de IgG pero 
el grado de implicaciôn no es conocido.(BO)

1.3.2.3. Funciones de dominios 0^3 y Cg4«-

£1 dominio Cy3 se ha demostrado que estâ implicado en la 
uniôn a los receptores Pc de macrofagos. Diverses investigadores 
han aislado fragmentos de Fc humano correspondiente a los residues 
342-433 y 407-416. Mientras que estos péptidos inhiben la uniôn de 
eritrocitos, recubiertos de IgG, a receptores Pc de monocitos huma 
nos los fragmentos pPc'de la IgG de cobayes no se unen a fagocitos 
mononucleares humanos.(81). Si bien una especificidad de especie 
no se descartaria se encuentra mayor confusiôn por el hecho de que 
eritrocitos recubiertos con Pacb de IgG de conejo se unen a macro 
fagos alveolares de cobayes.(82). No obstante parece ser que para 
una ôptima uniôn a los receptores Pc se requiers la cooperaciôn - 
de las ëstructuras 0^2 y 17 y 3* Asimismo las pruebas de uniôn a la 
proteina A de Stophylococcus aureus indican que se unen especifi- 
camente los fragmentos Gf2-0y3 pero no el Cy2 aislado.(83).

1.4. INMUNOGLOBULINAS DEL CONEJO.-
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V En el conejo se han detectado 4 clases de .inmunoglobuli­
nas: G, A, M y E, de las que solo la IgG présenta 2 subclases una 
de las cuales , el componente mener,estâ normalmonte en cantidades 
muy peqüenas en el suero. La tabla nS 2 recoge las propiedades fi 
sicas mâs importantes de las moléculas IgM, IgA e IgE del conejo.

La tabla ns 1 recoge los marcadores alotipicos de las in­
munoglobulinas de conejo y su asociaciôn con las clases de cade—  
nas H y los tipos de cadena L. Los déterminantes alotipicos que — 
se comportas como contrqladoa por genes alêlicos estân expuestoa 
como un grupo.

Como se evidencia en la tabla ns 1 el polimorfismo genêtâ. 
co o alotipia se observa eh las cadenas L de conejo de ambos tipos 
Kappa y Lambda, y en las regiones constantes Cy âë' la IgG,.IgM e 
IgA. Ademâs un conjunto de diferentes marcadores alotipicos se lo 
caliza en las regiones Vg. Los mismos marcadores de la regiôn Vy 
estân présentes en todas las clases de cadenas H estudiadas IgG, 
IgM, IgA e IgE, lo que viene a indicar que el mismo conjunto de - 
genes Vy es compartido por todas las clases de cadenas pesadas.

1.5. INMUNOGLOBULINA G DE CONEJO.- 
1.5..1» Descripciôn.-

Esta clase de inmunoglobulina represents casi el 90^ de - 
las inmunoglobulinas en el suero del conejo normal. Las moléculas 
de IgG de conejo son espaces de fijar Complemento de cobayo, son 
las ûnicas de entre el resto dé las clases de inmunoglobulinas, ca 
paces de atravesar la barrera placentaria, y son asimismo espaces 
de fijarse a la piel de cobayas produciendo-anafilaxis.cutanea pa 
siva tras la intreducciôn del antigeno.

La tabla nS 3 recoge las propiedades principales de las - 
IgG de cuatro especies de mamiferos.
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' La vida media de la IgB del conejo en circulacién es apro
ximadamente de 6 dias. i

Esta inmunoglobulina posee un coeficiente de sedimentaciôn 
de 7S» un peso molecular de I50000-I6OOOO Dalton. Porter en 1958 
(84) demostrô que la digestiôn de esta molécula coa papaina produ 
ce très fragmentos, dos Fab j un Fc, con propiedades diferentes.
El Fab posee capacidad de uniôn al antigeno (ab por antigen-bin­
ding), tiene un peso molecular de aproximadamente 45000 Dalton, es 
univalente y carece de la capacidad de précipiter antigenos macro 
moleculares o aglutinar antigenos particulados pero en exceso pue 
de bloquear la aglutinaciôn o precipitaciôn de antigenos por anti 
cuerpos bivalentes. Este fragmente comprends la cadena L compléta 
y la mitad N-terminal de una cadena H, designada como fragmente Fd 
unidas por fuerzad no covalentes y por un puente disulfuro. Por - 
el contrario el fragmente Fc (c por su posibilidad de cristalizaæ 
se) es la regiôn efectora para el Complemento, presents una gran 
homogeneidad y comprends las mitades C-terminales de las dos cade 
nas pesadaâ que abarcan los dominios Cy2 y Oy) y la regiôn gozne.

La susceptibilldad de una regiôn particular en el medio - 
de la cadena H, a la ruptura enzimâtica por papaina, pepsine y o- 
tras enzimas, bizo penser que esta regiôn tendria que estar poco 
protegida y se la désigné como regiôn gozne o bisagra, ya que a 
esta regiôn permits la flexibilidad de los dos fragmentos univa­
lentes, Fab, en el espacio uno en relaciôn coh el otro, entendien 
dose que el punto de apoyo estâ situado en esta zona. Esta flexi­
bilidad facilita la uniôn bivalente de un ûnico anticuerpo a un - 
antigeno particulado o altemativamente la uniôn de dos antigenos 
particulados, de las misma especifidlad, con el antiguerpo.

Cada cadena L esté unida a la H por un puente disulfuro y 
por fuertes uniones no covalentes. En la molécula nativa las cade 
nas H estân unidas una con otra a través de un enlace disulfuro y
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uniones no covalentes en el Cy3 de la porciôn Fc de la molécula..

El tamano de la cadena L en vertebrados e través de la es­
cala filogenética es bastante (22000-23000 Dalton). Ademâs hay - 
fuertes homologias en las secuencias de aminoâcidos de las cadenas 
L, aplicable asimismo a las cadenas H. Igualmente homologias de- 
finidas son observadas cuando se comparan las secuencias de las - 
cadenas H y L. Lo que sugiere qye haya gen ancestral comûn para - 
todas las inmunoglobulinas.(85)

Es évidente que la cadena L, puede ser entendida como corn 
puesta por dos regiones, de aproximadamente el mismo tamano, son 
semejanzas estructurales entre las dos mitades siendo la princi—  
pal de estas los puentes disulfuro intracatenarios que estân loca 
lizados aproximadamente entre las Cys 20 y 85 y entre las Cys 135 
y 195 dando lugar a la existencia de dos asas o bucles compuestos 
cada uno por 60-65 aminoâcidos y de los cuales uno se encuentra - 
en la regiôn variable y el otro en la constante. Una quinta Cys - 
forma un puente disulfuro con otra Cys de la cadena H. La mitad - 
H-terminal de la cadena se conoce como la regiôn variable Vĵ y la 
mitad C-terminal como (C de constante). Los termines usados - 
para denominar estas regiones son los de "dominio o unidad de ho­
mologia". La cadena H de la IgG de conejo estâ constituida por cua 
tro dominios de aproximadamente 115 aminoâcidos cada uno.

El locus ̂  contrôla los determinantàs antigénicos de la re 
giôn Cy de la IgG del conejo (86,87). El locus es designado ̂  en 
base que un sôlo gen contrôla al segmente Cy de la cadena pesada.
Se han identificado dos genes alêlicos d^^ y d^^. Las cadenas pesa11 " das de alotipo d poseen una Met en la regiôn gozne en la posi—
ciôn 225, adyacente a la hemicistina qye forma el enlace disulfu­
ro intercatenario H-H. Las moléculas de alotipo dl2 poseen Thr en 
el lugar de Met en esta posiciôn. Los marcadores alotipicos en las 
regiones Vy y Cy de una ûnica molécula de IgG estân determinados
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por genes situados en un mismo cromosoma pero separados.

Dubiski en (86) demostrô la existencia del locus e. ~
como controlador de varies déterminantes alotipicos los el4 y - 
el5. Por otro lado Hamers y Hamers-Casterman han demostrado la e- 
xistencia de nuevos déterminantes alotipicos en elgunas, no todas 
les moléculas IgG de conejo con déterminantes al en la regién Vy. 
Estos son el A8 y AlO localizados en el segmente Pc, cuya relaciôn 
con los grupo8 d y e no ha sido aûn establecida.

1.5.2. Rotura enzimâtica por papaina y pepsine.-

Empezando con el trabajo de Parlentjev en 1956(88) muchos 
investigadores han tratado a las inmunoglobulinas con enzimas y - 
estudiado les propiedades de los principales fragmentos producidos. 
A finales de la décade de los 50 Porter (84,89) realizô unos traba 
jos que supusieron un importante avance en inmunoquimica, asi como 
una base para estudios de estructura de macromoleculas.

La Fig, n& 5 nos muestra los fragmentos principales obte- 
nidos por la digestiôn de IgG por pepsina,papaina y BxCN.

El tratamiento a 37°C de la IgG de conejo a pH neutro con 
papaina cristalizada en relaciôn 0.1-1)( en peso y en presencia de 
agentes reductores, producia la ruptura de la molécula en très 
fragmentes de aproximadamente el mismo peso molecular 45000-50000 
Dalton (84,89). Dos de los fragmentos se designaron como Fab y el 
tercero como Fc. Anteriormente describes.

La pepsina produce asimismo, grandes fragmentos, que con- 
servan la capacidad de uniôn al antigeno (90). Esta proteolisis - 
se lleva a cabo a pH ligeramente âcido 4.0-4.5; dado que a pH su­
per iore s la enzima se inactive espontaneamente, y a pH mâs bajos 
ql mantenimiento de la estructura de la inmunoglobulina comienza
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b perderse, exponiendo numei’osas secuencias de la cadena polipep­
tidica susceptibles a la digestiôn por la enzima. La digestiôn se 
lleva a cabo durante 18-24 horas a 37°C,

Aunque la pepsina, al igual que la papaina rompe la inmu­
noglobulina por la regiôn gozne, esta produce un fragment© bivalen 
te con preferencia sobre el monovalente, porque rompe por un pép- 
tido situado a la derecha del puente disulfuro inter H-H, mâs prô 
ximo a la extremidad C-terminal que el que es atacado por acciôn 
de la papaina. Este fragmente se designô como F (ab)g y tiene un 
peso molecular aproximado de 96000 Daltoh y un coeficiente de se- 
dimentaciôn de 4.68. Siendo bivalente," es tan efectivo como la - 
IgG intacts en la precipitaciôn o aglutinaciôn del antigeno.(90, 
91).

Én contraste con la IgG humana un ûnico puente disulfuro 
inter H-H mantiene unidos los dos fragmentes Pabf(92,93).

El fragmente Fc es degradado por la pepsina, en péptidos 
heterogeneos cuyos tamanos dependen de las condiciones y duraciôn 
de la digestiôÿ. Uno de estos fragmentos, de peso molecular 27000 
Dalton, no estâ unido por enlaces covalentes, y se ajusta muy a—  
proximadamente a los dominios Cy3 de la molécula de inmunoglobuli 
na(94) y se le conoce como el fragmente pFcî

8i dos fragmentos de Fab'de diferentes moléculas de IgG - 
se unen qulmicamente pars damos F(ab)2 blbrido, este es funcio—  
nalmente monovalente, sin embargo frente a una mezcla de los dos 
antigenos que produjeron las dos especies de IgG, se comporta co­
mo bivalente en el sentido de que posee sitios combinantes frente 
a las dos clases de antigenos.(93)

1.5.3. Proteolisis limitada de la IgG por otras enzimas y agentes 
, quimicoa.-
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* Otras enzimas, distantes dd la papaina y pepsina, rompen
la IgG produciendo fragmentos de interés, mâs o menos similares a 
los producidos con papaina y/o pepsina.

Asi, la ficina produce fragmentes idénticos, por varios cri 
terios, a los producidos por la papâina,

Givol, por digestiôn triptica produjo fragmentos en cierto 
modo similares a los producidos por la papaina, si pregiamente la 
IgG estaba suavemente reducida y aminoetilada.(96)

Las catepsinas D y E de conejo, obtenidas del pulmôn y mê 
dula 6sea respectivamente, rompen la IgG en fragmentos muy aproxi 
madamente itmales al fragmente P(àb5p producido por la pepsina. 
(97).

Connell y Porter (98) tras el tratamiento de la IgG del * 
conejo con plasmina humana o de conejo a pH neutro obtuvieron un 
fragmente que suponia toda la IgG excepte los dos dominios Cy5, - 
cuando previamente la molécula de inmunoglobulina estuvo expuesta 
a pH 2.5 durante una hora. La ruptura tiene lugar entre la Lys - 
526 y la Ala 327. El fragmente obtenido, denominado Pacb, retiens 
la capacidad para formar precipitados especificoa y fija Complemen 
to.

El tratamiento de la IgG de conejo con papaina, a muy baJ 
jas concentrafiiones y corto tiempo de incubaciôn, produce con bajo 
rendimiento, otro fragmente que résulta de la ruptura por la re—  
giôn gozne de una de las dos cadenas H y que supone un segmente - 
completo de Pab y el Fc un fragmente similar derivado de la IgGl 
humana se ha denominado Fabc (99,100).

Aunque las cadenas H de conejo poseen cuatro o cinco Met, 
la ruptura por el bromuro de cianogeno tiene lugar facilraente por
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•la Met localizada en la regiôn C-terminal prôxima a la regiôn goz 
ne, produciendo un fragmente designado FCabJg que es ligeramente 
mayor al FCab^g* en el que los dos fragmentes Fbb'estan unidos 
por el puente disulfuro que une las dos cadenas H. Las moléculas 
con alotipo dll poseen una Met adicional en la posiciôn 215, jug, 
to en el N-terminal del puente disulfuro inter H-H, y en condicio 
nés suaves el BxCN rompe también por esta posiciôn dando lugar a vn 
fragmente monovalente 3.58 ademâs del 58 producido en las molÔ- 
culaa de alotipo dl2 en estas mismas condiciones* (101,102)

1,5.4. Oontenido en hidratos de carbono de la cadena pesada - 
de la IkG del cone.lo.-

E1 principal oligosacarido presents en todas o casi todas 
las moléculas de la IgG de conejo esta unido a una Asn de la por 
ciôn Fc, en la posiciôn 297, posiciôn que se corresponde con la 
de uniôn de un oligosacarido similar en la IgGl humana. El oligo 
sacarido comprends 5 glucosamines, probablemente acetiladas, 2 - 
galactoses, 5 manosas y aproximadamente una fucosa y un resto de 
écido siâlico.(103)

Un segundo hidratos de carbono présente aproximadamente 
en el 40)( de las cadenas del conejo estâ unido covalentemente a 
una Thr de la regiôn gozne en la posiciôn 225.(104) 

-Pro-Thr-Oys-Pro-Pro-Pro-Glu- 
CHO

Esta Thr estâ asociada al alotipo dl2, y en moléculas de 
alotipo dll estâ sustituida por una Met. Este oligosacarido es­
tâ constituido por una galactosamina, probablemente su M-acetil 
derivado, que se une a la Thr, una galactosa, y 2 restos de âcido 
siâlico.

Ranger y Smyth (104) relaizaron la interesante observaciôn 
de que una molécula de IgG es asimêtrica con respecte a este hi-
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'drato* de carbono que sôlo se une a una cadena H.

Aproximadamente el 15^ de las cadenas H de la IgG de co­
nejo normal poseen un tercer hidrato de carbono que es pequeno y 
contiene glucosamina, cuya localizaciôn no estâ perfectamente - 
delimitada, si bien se sabe que estâ situado en la regiôn Vy.(l05)

1.6, PAPEL DE LOS PUENTES DISULFURO EN LA ESTRUCTURA DE PROTEINAS.

Genericamente las proteinas se pueden clasificar en a) — 
aquellas que poseen puentes disulfuro (■rS-S-), b) aquellas que - 
poseen grupos sulfidrilo (-SH), c) otras, menos numerosas, tienen 
a la yez ambos grupos y d) otras que no contienen azufre: gluca­
gon, histonas, colâgeno, fibreina de la aeda.(106)

En el seno de una proteina el papel de los grupos S-3 y 
-SH difiere considerablemente. Asi los grupos -SH establecen unio 
nés de baja energia, bien como puentes de hidrogeno, si existen 
grupos aceptores en posiciôn adecuada o bien como uniones bidro- 
fôbicas debidas al caracter apolar del -SH en la forma protonada. 
Los grupos -S“ exhiben una alta reactividad quimica con tendencia 
a formar uniones covalentes. Los grupos -S-S- son eatables y re­
lativamente poco reactivos, contribuyen a la geometria espacial 
de la molécula restringiendo las posibilidades de repliegue de la 
cadena polipeptidica dando ademâs una gran rigidez a la estructu 
ra terciaria al mismo tiempo que le confiera una estabilidad adi 
cional. La importancia estructural de los puentes disulfuro es — 
bien reconocida hoy dia, aunque su papel no se ha precisado mâs 
que para dos proteinas, la insulina y la ribonucleasa. £m la ma­
yor parte de las proteinas su funciôn es todavia discutida»

Los grupos -S-S- y los -SH pueden dar reacciones de inter 
cambio produciendo modificaciones conformacionales mâs o menos - 
importantes.
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f1.6.1. Longitudes y angulos de enlace de les puentes disulfuro y 
de los grupos tioles.- i

La tabla nS ) recoge algunas caracteristicas de los enla 
ces del azufre comparados con los del oxigeno, T la tabla n@ 4 
los Angulos de enlace del azufre con algunos âtomos.

Los orbitales de Valencia del azufre no son puros px y - 
py sino que son blbridos, el angulo X-S-X'no es de 90°. La hibid 
daciôn de los orbitales de uni6n 3p del azufre con sus 3s estâ - 
favorecida en enlaces entre azufre y carbono, especialmente con 
orbitales spg del carbone* La gran diferencia de Angulos entre - 
el C-S-H y el C-S-C comparados con el C-O-H (109°) y 0-0-0 (110°) 
muestra que en el caso del oxigeno no hay aumento de hibridaciôn 
al sustituir el enlace 0»H, en cambio si la hay en el szufre. Es 
to se podria explicar porque el S es mucho mas nucleôfilo que el 
Og* W s  mismas consideraciohes muestran por que los disulfuros - 
son tan estables, debido a que la longitud del enlace 8-8 en los 
disulfuros es muy similar a la del enlace 8-0 en los sulfuros* - 
asi como los Angulos de enlace 8-8-0 y 0-8-0»

Los disulfuros difieren de los sulfures en que tienen —  
una restricciôn en la rotacién libre de los Atomos vecinos al S- 
S con una barrera de aproximadamente 10-20 Kcal.(107)* Una posi- 
ble explicaciAn es que el enlace disulfuro en su estado fundamen 
tal puede presentar un cierto caracter de doble enlace résultan­
te de la interacciôn de los electrones de orbitales p de un Atomo 
de azufre con los orbitales del Atomo adyacente. También podria 
deberse a la repulsiôn de dos pares adyacentes de electrones p. 
(108). Debido a esta restricciôn hay un Angulo preferido de los 
dos ejes 8-0 de un disulfuro simple de 90° (Angulo diedrico) ver 
figura nS 6. La restricciôn no es suficiente para permitir la sê  
paraciôn en isomeros cis-trans aunque estes se han obtebido en - 
el caso de trisulfuro.(10?). Los anAlisis de difracciôn de rayos
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Tabla naü-.CARACTERlSTICftS DE. LOS CNLACCS UE AZUFHE
COMPARAUOS CON LOS DLL OXIGENO i

Pariffletro
7

Enlace XaAzufre Xt^Oxigeno

Longitud de enlace X-H. 1.33 0.96
(A) X-X 1.8-1.9

X-C 1.82 1.43

Energie de disociaciôn X-H 89 100
{ Kcal/mol )) X-X 73 40-45

X-C 73 47

Elactronegatividad 
( Li-1 )

X 2.6 3.5

Tabla n2 5- ALGUNOS ANGULOS DE ENLACE CON EL AZUFRE
.

Compuasto Enlace Angulo de enlace

Sulfure de hidriSgeno H*-S-Ĥ 92°20'
Tiol alifAtico H4-S-C 100°
Suifuro alifâtico C-S-C 105°
Tiol aromAtico HVS-C 109°
Disulfuro S-S-C 103°- 107°
Trisulfuro S-S-S 105°
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muestran también que hay una forma de enlace S-S seleccionada 
por encima de las otras en cristales de cistina y algunas protei 
nas.(109)

La preaencia de puantes disulfuro impondré, por tanto, - 
restricciones en la geometrla de la molécule* Si se considéra co 
fflo fija la uniôn C-S horizontal, la posicién permitids de los o- 
tros étomos de C y S estarA reducida a trazar un cono por rotacién 
de la unién C-S fija. Por tanto, la preaencia de puentes S-S imp£ 
ne torsiones importantes a la cadena polipeptidica.

Segun Pieser (110). la unién S-S en proteinas esté apoya 
da por là formacién de enlaces de didrégeno. De esta forma, los 
âtomos no pueden ya girar y quedan fijos en una posicién determi 
nada. Pieser admite la existencia de estes enlaces de hidrogeno 
para explicar la diferencia de poder rotatorio entre la Cys y la 
HomoCys. Este hecho es importante para interpreter las variacio- 
nes de poder rotatorio en el curso de la desnaturalizacién de - 
proteinas que contienen puentes S-S susceptibles de romperse por 
cualqUier agente desnaturalizante.

1.6.2. Beactividad quimica de los puentes disulfuros.-

La mayorla de los agentes que reaccionan con los puentes 
disulfuro produces la escision de estes. For oxidacién compléta 
se produce écido sulfénico y por reduccién compléta, tioles.

Esta rupture puede ser homolltica (1) o heterolltica(2)

<BS* +  Bfi* (1)

RS'*’ + ES" (2)

A su vez la heterolîtica puede résulter de un ataque por agentes 
jelectréfilos (3) o nucleéfilos (4).(111):



44 -
Pig. n2 6

a) Representacion espacial 
da lo3 angulos y longitu 
dea de enlace del puente 
disulfuro I

b) Estabilizaciôn de la uniôn B-S por enlaces de Hidrôgeno.

\ \
N _ H  0 = CI 1

H C ^  H CI c = Q  fUn
/
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 ̂ R-S-S-R' + E*— ---y H-S-E 4" Ë-8^(5)
R-S-S-R' + N" y R-8-N y RiS“ (4)

1.6*2.1. Rupture homolltica.-

Solo se producen radicales libres por irradlaciôn. La ru£ 
tura es mâs fécil en soluciôn acuosa debido al ataque por el H -
formado por la fotolisis inicial del agua, R-S-S-R'+H*— —► RSH +
R-st ^ebido a la formacién de radicales libres los disulfuros pue 
den catalizar gran nûmero de reacciones de radicales libres por 
irradiaciôn. De particular interês es la adiciôn a dobles enlaces, 
asi los disulfuros arométicos se adicionan a olefinas por irradia 
cién, cosa que no ocurra con disulfuros alifaticos.(112)

1*6,2*2* Rupture electréfila.v

LtEl ataque sobre disulfuros produce inicialmente el i6n - 
sulfenilo R-8 que en soluciones neutres o alcalines se combina 
con iones hidroxilo libres para former el -̂ àcido sulfénico que es 
inestable y da lugar a écido sulfinico y tioles,

RSSH'+B*-y RSE + R-S*" (i6n sulfenilo)
2R-Ŝ 4 20H% 2 R ^ H  -V RiSH + R'SOgH

(ac« sulfénico) (ac. sulfinico)

Los iones metélicos taies como el Hgg y el Ag escinden
el puente disulfuro segûn este mecanismo de escisi6n(113):

aAg** y  2RSSR' -i> 2RSAg y 2RiS*
2 R ^  y 20H" RiSOgH + R^H
RiSH + Ag+ — V RiSAg +

5Ag*’+2RSSR'y20H“ -- » JRSAg y RiSOgS + H*

 ̂ La velocidad de rupture electrofilica por estos iones me
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'tâlicos muestra una gran dependencia segûn el disulfuro;
Homocistina ) GSSG ') Cistina') Oistamina '

La rupture con iones H ocurre solo en medios fuertemente 
ficidos, donde debido a la escasez de 0H“, el R-S'*’ puede permane- 
cer como iôn astable « Asi en HCl 9N tenemos (114):

R88R% h'*' -y RSH + Rf-Ŝ
R^^t XSSX'-̂  R-SSX+XS"̂  (mezcla de disulfuros)

1.6.2.3* Rupture nucleôfila.-

Los agentes nucleofilos reaccionan con los disulfuros — 
por desplazaraiento de una union tiol RS"

RSSR' y y  -t> RSY + Ris'

La S-nucleofila de ï“ sigue el siguiente orden (115): 
hidruros') arsenito y fosfina") tiol alcalino^ tioglicolatb)p-niti£ 
genol) tiomefato ) tiocianato. No obstante en proteinas pueden in 
tervenir efectos culombicos dependientes del pH sobre grupos car 
gados prôximos al disulfuro, efectos estéricos de sustituyentes 
sobre el atomo de carbono .que soporta el puente disulfuro, pudien 
do alterarse el orden expuesto.

La tabla nûmero 6 recoge las reacciones mas importantes 
de los puentes disulfuro.

1.6.2.4. Reduccién de los puentes disulfuros.-

La reduccién de los puentes disulfuro por compuestos tié 
licos de bajo peso molecular es con mucho el procedimiento mâs - 
selective para la ruptura de los puentes disulfuro.

El 2-niercaptoetanol ha sido uno de los agentes mâs utili 
tados para este fin (116). Los grupos tiélicos producidos en la
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REACCION AGENTE REACTIUO PROOUCTO RCFERCNCIA

Oxldacldn HCOOH 2 R-SO3H Hire, 1967 (v|6)
CxtansiiSn del
puente S-S David y col.1974(117)
Intercanblo de ' Smithies y col.
dlsulfutos R-S-S-R Prot-S-S-R VR-S-S-Prot' 1965 (IW)
mazcle de 
disulfuro#

Produccldn de

'S-P-0"
i-

cn"
' Cv<*C.V>»-Sr y i 

Vovi*

Neumann y col. 
1967 (114

Castsimpoolas y
Lantionlne Wood 1964 (l?4

Raaccidn can
sulfita sol' Prat^S"SO^ ^ Azari 1966 (111)

HldrdUsia
alcaline OH" üanelÿy i966 (122)

s 4 vic-cur»’
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molécula de proteina rapidamente se reoxidan en el aire para vol 
ver a formar los puentes disulfuro. La alquilaciôn,'por iodoacé- 
tico o iodoacetamida, de los grupos -SH formados es uno de los 
procedimientos mâs utilizados para prévenir la reoxidaciôn de 
los puentes reducidos dado que la S-carboximetilcisteina formada 
es astable a la hidrôlisis âcida, pudiendo detectarse por anâli 
sis de aminoâcidos. No obstante la carboximetilaciôn puede darse 
ademâs en los grupos tioeter, imidazol, -OH fenôlicos, y aminos.

Las S-carboxiraetilaciones de cisteina se llevan a cabo en 
un rango de pH comprendido entre 7 y 8.5. A este pH los grupos - 
tiâlicos reaccionan mucho mâs deprisa que el résto de los grupos 
nucleofilos en proteina, en el rango 7-10 de pH los grupos amino 
se alquilan por iodoacetamida aunque su mayor modificaciôn se piu 
duce por encima de 8.5, los residues de histidina reaccionan pre- 
ferentemente a pH 6, y la metionina se modifica por halosacetatos 
a pH âcidos 2-3. Es decir si bien es cierto que a pH 7-8.5 las - 
carboxiraetilaciones de otros grupos estân muy disminüidas no por 
ello se deben descartar.(123)

Asimisrao, tanto el ditiotreitol (DTT) como el ditioeritri 
toi (DTE), los isomeros treo y eritro del 2.5-dihidroxi-1.4-ditiol. 
butano, producen la reduccién compléta de los puentes disulfuro - 
en varies minutes a pH 8 (124) segûn el siguiente proceso.

R-.S-S-H'+HS-CH2-(CH0H^-CH2-SH

HSH 4- Ri8_8_GH2-(OHOH)g-CHg-SH (ft)
El disulfuro producido en la reaccién (a) evoluciona para 

formar el disulfuro ciilico estericamente favorecido, reaccién - 
(b)

SR.' ^

- s  c», 's
sw % »  u

OM
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' Otros agentes como las trialquilfosfinas (tris-hidroxime
til-fosfina y tris-carboxietil-fosfina), borohldruro sédico. diba 
rano son capaces esimismo de producir la reduccién del puente di. 
suifuro si bien una forma menos selectiva que los ditioles ante- 
riormente considerados. iSn este sentido Cecil y Weitzman (125) ob 
tuvieron por electroreduccién la reduccién compléta de los enla-4 
ces disulfuro de la insulina, ribonucleasa, quimotripsina, trip- 
sina, y albumina bovina.

1.6.3. Fapel de los puentes disulfuro en inmunoglobulinas.-

Los puentes disulfuro desempenan un papel estructural de 
terminante en las proteinas nativas. Las condiciones estericas - 
del enlace S-S imponen restricciones importantes a la cadena poli 
peptidica en el estsblecimiento de la estructura terciaria, con- 
firlendo una gran rigides. El oaracter covalente del enlace S-S 
supone una contribueién importante a la estabilldad de la estruç 
tura macromolecular.

Del ôstudio de los puentes disulfuro en la insulina y ri 
bonucleasa se ha derivado la clasificacién de estos puentes en - 
"intracatenarios” como es el caso de los existentes en la ribonu 
classa, e "interestenarios" como se da en la insulina.

Todas las inmunoglobulinas poseen ambos tipos de puentes. 
La importanoia de los enlaces disulfuro inter e intracatenarios 
en la estructura y funeién de las inmunoglobulinas ha sido objeto 
de investigacién durante casi dos décédas. Como resultado de mu­
cho s estudios parece évidente que la msyor parte de las activida 
des efectoras de las inmunoglobulinas son inhibidas por la reduç 
cién de los puentes disulfuro. Asi, la capacidad de fijacién de 
Complemento se pierde tras la reduccién suave de los puentes (126 
127), no obstante en lo que respecta a esta actividad efectora 
)jiay trabajos que indican que tras la reducién del Pc de la IgG -
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rhumana no aôlo ho se pierde esta actividad sino que aumenta (128), 
la uniôn al receptor Fc de la placenta no se afecta por reduciôn 
de la IgG pero el fragmente Fc suavemente reducido por mercapto£ 
tamol no produce dicha uniôn.(129) Kstudios de uniôn de la IgE - 
humana a mastocitos muestran que la reduceiôn de 4 6 5 de los puen 
tes disulfuro mâs lâbiles '’depleciones sus propiedades citotrô- 
picas (130), y resultados mâs recientes (131) sugieren que la - 
uniôn de IgG humana a los receptores Fc de neutrofilos humanos re 
quiere asimismo Fc no reduoido. Similarmente, la reduciôn suave 
y posterior alquilaciôn de 1 6 2 puentes disulfuro de anticuerpos |
IgG de conejo y muridos produce un râpido aclaramiento de las - j
macromoléculas de circulaciôn(80).

En general, la pêrdida de las funciones efectoras de las 1 '
inmunoglobulinas tras la reduciôn de los puentes disulfuro se pien j ;
sa que estâ relacionoda con un incremento en la flexibilidad es |
tructural de los dominios de la regiôn constante. Isenman y col, I  ^
(127) sugieren que la reduciôn de los disulfuros incrementac _la |
flexibilidad segmentai de los dominios de la IgG lo que determirw ! '
rla que las porciones Fab bloqueasen mâs facilmente el sitio de | |
uniôn al Clq. En este mismo esbudio se mostrô que la porciôn Fc i
de la IgG4 humana (subclase que no fija Complemento) une Clq t m  
to como el Fc de la IgGl, lo que sugiere que el Fab de la lgG4 - ; ‘
bloques la uniôn de Clq, en la molêcula compléta, por impedimento !
estérico entre las regiones Fab y Fc. Por otro lado Takatsu y col 
(130) evaluaron la afinidad de la IgE reducida hacia células bien 
co y sugirieron que las conforméeiones del Fab pueden influenciar 
en la conforméeiôn de los sitios de uniôn localizados en la regiôn 
Fc.

Recientemente Romans y col. (152) han sugerido un incre­
mento de la flexibilidad interna dentro de los dominios Fc de an 
ticuerpos no aglutinantes dirigidos contra antigènes de la supèr 
ficie de oritrooitos que, tras la reducciôn se comportan como a-
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'glutininas. Este cambio se interpretô como debido al aumento de 
la separaciôn de los sitios combinantes (distanoia de lys extM 
mos de la forma -Y) que permits de esta forma la uniôn entre c^ 
lulas adyacentes. La importancia de la rigides intradominio ha 
sido sugerida también por Cban y Cathou (133) analizando los per 
files de depolarizaciôn de la fluoréscencia de la reducida 
y no reducida.

La susceptibilidad diferencial de los puentes disulfuro 
de la IgA e IgM, la extremada labilidad de los disulfuros de la 
IgE e IgD, y el polimorflsmo observado con los puentes interca- 
tenarios (p. ej. la IgGl humana tiens 2 mientras que la XgG3 11) 
sugieren papeles biolôgicos para taies puentes. Sin embargo, aôn 
no hay datos suficientes para formar firmes conclusiones. En ge­
neral los enlaces disulfuro parecen desempenar un papel integral 
pero indirecte en la estabilizaciôn de estructuras de inmunoglo- 
bulina implicadas en actividades efectoras asi como en la estabi 
lizaciôn de los sitios combinantes del antlgeno.(134,80)

1.7. EL SISTEMA DEL COHPLEHHlTO,-

la sangre de lôs vertebrados existen diverses sistemas 
de activaciôn necesarios para la supervivencia de los mismos. Es 
tos sistemas, clasificados en 1969 por Me Farlane (135) como - 
"sistemas plasméticos activados en cascade", entre los que ademâs 
del Complemento estân incluidos los sistemas de coagulaciôn y fi 
brinolisis, generadores de kininas y el de la renina-angiotensi- 
na, dependen todos ellos, al menos en parte, de la activaciôn se 
cuencial de una serie de zimôgenos proteoliticos.

El Complemento es el mâs eomplejo de todos ellos y es de 
interes por diverses razones. Primero, como ya se evidenciô ha- 
ce 80 anos (136), el sistema del Complemento es responsable de - 
la destrucciôn y eliminaciôn de sustancias extranas al organisme 
principalmente bacteriaa y virus. Esto ocurre habitualmente tras
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'la interacciôn de los anticuerpos con las sustancias u organis­
mes extranos, y el Complemento actua, asi como el mecanismo efeç 
tor en la defense inraune contra la infecciôn. El Complemento puei 
de ser activado por polisacaridos complejos (137) taies como los 
présentas en las parades de levaduras y badterias, antes incluso 
de reacciones con los anticuerpos, por lo que puede consituir une 
defensa inmediata contra la infecciôn antes del desarrollo de la 
inmunidad (138).

Begundo, receptores para proteinas del Complemento acti- 
vadas, taies como el components C3 del mismo (C5b) estân présen­
tes en la membrana de macrofagos, linfocitos y algunas otras cé­
lulas, como las polinucleares (139,140), existiendo evidencia, - 
aunque incomplets, de que los receptores para 03 en el linfocito 
pueden desempenar un papel importante en la interacciôn de las — 
diferentes clases de linfocitos o sus células precursoras (141). 
La interacciôn entre linfocitos B y T es necesaria para la expr£
8iôn de la respuesta inmune y es posible que el complemento pueda 
desempenar un papel central en la respuesta inmune ademâs de ac— 
tuar como principal mecanismo efector.■

Tercero, se ha encontrado que varies proteinas del Comple 
mento estân codificadas por genes que se hallan en el locus del 
"principal complejo de histocompatibilidad" tanto en el hombre - 
como en el ratôn (142). El significado biolôgico de estos hallez 
gos, no estâ claro, pero se ha sugerido (143) un posible papel — 
como proteinas de superficie a algunas de las proteinas del Com­
plemento, como todas las otras proteinas codificadas por este —  
complejo genêtico.

El Bistema del Complemento incluye alrededor de 20 prote_i 
nas séricas, la mayor parte de las cuales forman parte de la se— 
cuencia de activaciôn, estando incluidas asimismo las proteinas 
, de control que actuan inhibiendo diferentes pares o inactivando
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Tabla n 7 Propiedades fis ico -q u im ica s  de lo s  componentes d e l sistema 

del complemento.

VIA CLASICA PESO MOLECULAR
MOVILD,
ELECTRE.

CONCTB.
SERICA

FRA®IENT0S DE 
ESCISION

Clq 390 000 et*.
g/m l

190
C lr 188 000 *
Cls 110 000 120
C4 209 000 u 430 C4a,C4b,C4c,C4d
C2 117 000 H 30 C2a,C2b
C3 210 000 01 1300 C3a,C3b,C3c,C3d
C5 206 000 75 C5a,C5b
C6 95 000 0 1 60
C7 120 000 p i *
08 163 000 014 *
C9 79 000 oL 160

VIA ALTERNATIVA 

B 100 000 0 Z 240 Ba,Bb
D 23 500 1-5

P (properdina) 223 000 « t 25

PROTEINAS DE CONTROL

C l-INH  105 000 O il 180
C3b-INA 100 000 ( î z 25
ÿ in 150 000 04 450

*  no se conoce
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Tabla n® 8 . -  Activ idades b io log icas del sistema del complemento.

COMPONENTE 0 
FRAGÎlENTO FUNCION BIOLOGICA

Cl
C14,01423
C4b
C3a

C3e
C3b

C3d

C5a

C5b
C6
C567

C l-6
Cl-8
C l-9

Incrementa la  asooiacion de complejos Ag-Ac 
N e u tra liza c io n  v lr ic a
Iivnunoadherencia y aumento.de la  fag o c ito s is
L iberao ion  de histamina
Incremento de la  perm eabilidad c a p ila r
Contraccion de musculo l is e
L iberae ion  de enzimas lisosomales
Indueion de leucopenia y leu co c ito s is
A ctivac iôn  de la  v ia  a lte rn a t iv a  del complemento
Inmunoadherencia v ia  receptores sobre l in fo c ito s  y  cé lu las
fag o o iticas
Aumento de la  opsonizacion
Aumenta la  inducion de la  formacion de anticuerpos  
Incrementa la  c ito to x ic id a d  c e lu la r  dependiente de a n t i -  
cuerpo
Induce la  lib e ra c io n  de leucocitos de la  modula osea
Inmunoadlierencia v ia  receptores sobre macrofagos y l in fo ­
c ito s
Liberacion  de histamina 
Contraccion de musculo l is o  
Incremento de la  perm eabilidad c a p ila r
Quim iotaxis de leucocitos polim orfonucleares, monocitos
y  macrofagos
Opsonizacion de hongos
Promueve la  coagulacion sanguines
Quim iotaxis de leucocitos polim orfonucleares,y monocitos
In ic ia n  la  l i s is  de cé lu las  proximas no se n s ib iliza d a s
In a c tiv a c io n  de endotoxinas
Producen una len ta  ruptura de la  membrana
Producen una rapida ruptura de la  membrana
L is is  de micoplasmas, protozoos, b ac te rias , v iru s , cé lu las
in fectadas por v iru s , c é lu las  tumorales
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(algunos de los componentes*
i '

La importancia biolôgica del Sistema se puede, por otra 
parte centrer en el hecho de que probablemente se halle en los in 
vertebrados conservéndose a lo largo de la evoluciôn (144) en - 
tal medida que algunos componentes son intercambiebles entre es- 
pecies tan "distantes" como ranas y cobayos.(145).

La complejidad del ^istema puede ser debida tanto a los 
multiples papeles desempehados por algunos de sus componentes —  
(ver tabla nS 8) como al hecho de que pueda ser activado rapida­
mente cuando se precise pero nunca accidentalmente*

El sistema del Complemento puede ser dividido en cuatro 
unidadea funcionales, dos vlas para su activaciôn (via cl&sica y 
via alternativa), un mecanismo de amplificaciôn para aumentar en 
eficiencia de las vias de activaciôn y una ruta efectora comun - 
. por la que las secuencias de activaciôn son dirigidas y de la que 
se derivan las actividades biolôgicas.

Las proteinas de la via ciasica se simbolizan por la letra 
C y un nûmero que désigna'el componente del complemento (Cl, C2, 
C4, etc). El estado activado del componente se indice con una ba 
rra sobre el nûmero (p. ej* Ol). Los fragmentos excindidos por ?■ 
una letra minuscule junto al simbolo del componente (p. ej. C3a, 
y C3b) y si el fragmente es inactive ademâs se le pone una i (pv 
ej. C3bi). Frovisionalmente la via alternativa se simboliza con 
letras en vez de con nûmeros manteniendo las otras conveneiones 
utilizadas para los conqionentes de la via clâsica.

1.7.1. Via clâsica.-

La tabla nS 7 recoge algunas de las caracteristicas fi­
sico-quimicas de los componentes de la via clâsica. Esta via esta I
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,conatituida por 5 proteinas, los tres suscomponentes del Cl, —  
Clq, Clr J Cls que pueden formar un complejo trimolecular en pre 
sencla de iones calcio (145), C4 y C2. La iniciaciôn de esta ruta 
tiene lugar como consecuencia de la uniôn del Clq a complejos an 
tigeno-anticuerpo o agregados inespecificos de inmunoglobulina - 
IgG2 que contengan IgM o IgGl-IgGJ o IgG2 (14?)« Asimismo, la - 
uniôn y activaciôn del Cl puede llevarse a cabo por la proteina 
c-reactiva acomplejada con polisacaridos tipo C de neumococos - 
(148) y otros complejos poliamiôn-policatiôn (149)*

La activaciôn del Cl précisa del complejo Cl intacto de*» 
pendiente de calcio, la interacciôn de al menos dos sitios de uk 
niôn a Clq y es dependiente asimismo del tiempo y la temperatura*

Se ha sugerido que la uniôn de Clq produce un cambio es- 
têrico en la proenzima (Clr) que permite su propia activaciôn au 
tocatalitica. El Clr convierte Cls a Cls tras la ruptura de un 
enlace peptidico presents en una regiôn con un puente disulfuro 
intracatenario, lo que explica el porque no se libéré ningûn frag 
mento (I50). El Cls aislado puede asimismo ser activado a 01s -
tras el tratamiento proteolitico con tripsina o plasmina (I5I).- 
E1 sitio activo del Cls se ha caracterizado como una serin-estera 
sa en base a su actividad esterolitica susceptibilidad a la inhi 
biciôn irreversible por diisopropil fluorofosfato (DEP) e inhibjL 
ciôn compétitive por esteres de aminoâcidos sintéticos?

El Cls escinde al C4 gensrando C4a que es un péptido de 
bajo molecular y C4b que continua la secuencia de reacciôh del - 
Complemento. El C4b puede desencadenar diverses funciones: a) se 
puede unir irréversiblemente a inmunocornplejos y membraaaa celu— 
lares a través del sitio de uniôn producido que de otra forma de 
caeria a la fase fluida como C4i, b) uniôn a un receptor inmuno 
adherents de una variedad de células a través de un sitio estable 
sobre el C4b (152), c) interacciôn con Cl lo que permits una mâs
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'efieiente ruptura del 02 (153)* d) uniôn al 02 activado para for 
mar la 0).convertosa de la via clâsica, C4b2a, e) en el estado de 
asociaciôn G4b-C2a, interacciôn con CJb para formar C4b 02a CJb 
que es la 05-convertasa de la via clâsica* La ruptura de 02 por 
Cl en dos fragmentos C2a y 02b* y la asociaciôn del fragmente im 
yor 02a con el C4b* en presencia de iones magnesio* conduce a la 
formaciôn de la 03-convertasa de la via clâsica* ^sta enzima su- 
fre un deqaimiento dependiente de la temperatura con una vida m£ 
dia a 37^0 de 5 a 10 minutes debido a la liberaciôn del fragmente 
unido 02a. El C4b residual es capéz de volver a formar una nueva 
04b 02a convertasa mediants la ruptura de 02 adicional por Cls.- 
(154)

La acciôn de la 03 convertasa sobre 03 determine la libe 
raciôn de un péptido de bajo peso molecular el 03a con actividad 
de anafilatoxina y de 05b parte del cual se queda unido al corn—  
plejo C4b2a formando el complejo equimolecular 04b2a3b con acti­
vidad de 05-convertaaa.(l55)

La ruptura del 05 en 05a* un péptido de bajo peso molecu 
lar con actividad asimismo de anafilatoxina, y 05b que permanece 
unido a la superficie activadora supone el ûltimo paso enzimâti- 
co en la activaciôn del complemento tanto por la via clâsica co­
mo por la alternativa.

El evento final, comûn a ambas vias, supone la formaciôn 
del complejo C5b6789 aparentemente por un proceso de autoensam—  
blaje (156), en cuyo proceso de formaciôn parte del mismo se in^ 
serta dentro de la membrana celular (157^158) causando de esta - 
forma las leaiones en la membrane puestas de manifiesto por estu 
dios de microscopia electrônica.(159)

De las cuatro proteasas de la via clâsica, Clr, Ois,072 
y 0723, las 2 primeras son claramente serin-esterasas, y las -
t
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Iotras 2 en que el sitio catalitico se piensa esta situado en el 
02 puede también ser de este tipo, Sin embargo résulta extrano - 
que estas sean relativamente resistentes a DEP y mâs aûn que el 
sitio activo de estas esté ubicado en la cadena de 70000 Dalton 
mientras que en las otras proteasas del tipo serin-esterasas se 
hallen en las cadenas de 20000-30000 Dalton(160). Todas estas — 
proteasas de la via clâsica cuya actividad ha sido estudiada en 
soluciôn probablamente in vivo se hallan unidas al énticuerpo o 
superficie celular, Esto parece ser un aspecto esencial ya que - 
tanto el plasmo como otros fluidos fisolôgicos contienen aitas - 
concentraciones de inhibidores proteoliticos y la activaciôn tie 
ne que depender del exceso local de proteasas sobre inhibidores 
(145).

Un papel clave en la significaciôn biolôgica del sistema 
del Complemento puede ser edscrito a las etapas de activaciôn — 
del 03 y 05. Los polipeptidos 03a y 05a liberados inducen proce- 
sos inflamatorios debido a sus actividades anafilatoxica, quimio 
factiza y movilizante de leucocitos, causan dilataciôn de los va 
SOS capilares, liberaciôn de fluidos edematosos y acumulo local 
de células polimorfonucleares y mononucleares fagociticas. Por - 
otro lado el 03b unido a le membrana de ciertas particules puede 
ser reconocido por ciertas células que portan receptores para —  
03b (granulocitos y fagocitos mononucleares) pudiendo dar lugar 
a una opsonizaciôn. Las reacciones biolôgicas generadas por 03a 
05a y 03b pueden determiner la eliminaciôn de células invasoras 
por lo que su acciôn séria bénéfice para el organisme, sin embar 
go también pueden conducir a series danos tisulares inmunopatolo 
gicos(161).

Oada paso de activaciôn de la secuencia del Complemento 
puede ser interrumpido por mecanismos de inhibiciôn dependiendo 
en gran medida de las condiciones bajo las que la activaciôn del 
mismo se baya iniciado. Asi el 01 activado por inmunocomplejos o
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* espontaneamenfe (en edema angionenurôtico hereditario) es inhiM 
do por la acciôn del 01-inhibidor que actua asimismo sobre kali- 
creina, factor Hageman activado, y plasmina (162,165). Una caren 
cia del mismo no s6lo determine una activaciôn parcial del Comply 
mento sino también de los sistemas de coagulaciôn sanguines y de 
las kininas. Asimismo bay evidencia de que algunos enzimas prote£ 
liticos como la plasmina activan al Cl lo que muestra une estre- 
cha interelaciôn entre el sistema del Complemento y otros siste­
mas de proteinas plasmaticas.

1.7.2. Via alternativa,-

La via alternativa del Complemento, pueata de manifiesto 
hace mâs de 20 anos por Fillemer y asociados (157,164) incluye - 
un grupo de proteinas plasmâticas que son capaces de formar las 
05 y C5 convertaaas. La expresiôn de esta ruta es dependiente de 
un mecanismo feed-back positive por el que el C5b, fragmento pri£ 
cipal de la escisiôn del 05, interacciôn con los factores B y D 
para generar una 05 convertasa adicional. Como consecuencia de - 
la excisiôn del 05 se producen las 05 y 05 convertasas de la via 
clâsica como de la alternativa, igualmente adherencia de 05b a — 
células que porten receptores especificos para este fragmente y 
la generaciôn de 03 convertasa adicional (dependiente de 05b).(154)

La tabla n& 7 recoge asimismo algunas de las propiedades 
fisico-quimicas de los componentes de la via alternativa.

Muchas sustancias son espaces de activer esta ruta.Estas 
incluyen polisacaridos como el zymosan (157), endotoxinas (165) 
dextranos sulfatados (166), eritrocitod de conejo (167), estronas 
de eritrocitos humanos (168), La activaciôn puede darse asimismo 
por ciertas clases de inmunoglobulinas, agregados de F(ab)2 de - 
la IgGl de cobayos (169) al igual que el F(ab)g de la IgG de co­
ne jo (170), agregados de IgA de mieloma humana (171) asi como an
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' ticuerpos humanos anti-sarampiôn de la clase IgG son capaces de 
activer el complemento por la via alternativa tras la uniôn del 
anticuerpo a las células infectadas por el virus del sarampion. 
(172).

Hasta 1978 los aapectos eaenciales de los conceptos pre- 
viamente publicados, referentes a esta via, eran los siguientes» 
Primero, la enzima inicial de esta ruta es una Cj-convertasa de 
baja actividad que requiers para su formaciôn CJ, factor B(C3-pi£ 
activodor) factor D(C3-proactivador-convertasa) y Mg^*, pero no 
properdina. «̂ egundo, la funciôn de la enzima inicial es depositar 
C3b sobre la superficie activadora donde actua como subunidad de 
la C5-convertasa unida (C3b,Bb). Tercero, al incrementar el nûme 
ro de moléculas de C3b unidas, la C3-convertasa unida adquiere la 
actividad de escindir al C5« Cuarto, la properdina nativa entra 
en la ruta en la secuencia final y es activada tras la uniôn a la 
C3/C5 convertasa unida. La properdina incrementa la actividad en 
zimâtica aparente al disminuir la velocidad de decaimiento espon 
taneo de la enzima.(175,175).

Diveros hallazgos durante los dos anos anteriores a la - 
fecha citada contribuyeron a una mejor comprensiôn de la dinâmica 
molecular de esta ruta. Asi Whley y Ruddy (176) identificaron o- 
tra proteina de IH como un componente que produce el desensambla 
je active de la C5-convertasa, demostrando ademâs que la^lH acel£ 
ra la acciôn del C5b-Inactivador sobre el C5b, al exponer las se 
cuencias aminoâcidos de la cadena OC del C5 susceptibles a la ac— 
ciôn proteolitica del G5b JCNA. Mâs aûn Pangbum y col. en 1977 
(177)evidenciaron que la acciôn del C3b-inactivador sobre el C5b 
en la fase fluida requeria de una forma absolute la presencia de 
•̂IH. Por otro lado Fearon y Austen (178) observeron que tanto el 

C5b como la C5-convertasa depositada sobre la superficie de act_i 
vadores estân relativamente protegidas de la destrucciôn por pi£ 
peinas reguladoras. Posteriormente (179,180) se demostrô que la
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^protecciôn del C3b unido es debida a una limitéeiôn de la pa 
ra unirse a 03b, ademâs de que la restricciôn del control puede 
ser generade por modificacionea quimicas definidas de un no-acti 
vador que como consecuencia de estas se constituye en activador. 
Estos hallazgos ayudaron a explicar la capacidad conocida de los 
activadores de amplifioar la ruta en presencia de proteinas con- 
troladoras (reguladoras).

Se han propuesto multiples mecanismos para describir los 
event08 moleculares iniciales de la ruta que precede la depesi—  
ciôn de 03b y su amplificaciôn. Lachmann y Halbwachs (1975) (181) 
propusieron que una generaciôn continua, de bajo nivel, de C3b en 
el suero es responsable de la deposiciôn de C3b sobre los activa 
dores, Fearon y Austen (1975)(182) sugirieron papel para la pro­
perdina activada P en la iniciaciôn y otro (183) propusieron que 
distintas estructuras de superficie de los activadores son reconé 
cidas por los componentes de la enzima inicial. La funciôn de la 
conocimiento se asignô a una proteina paxcialmente purificada - 
"factor iniciador" (IF)(174). Entonces la identidad de la 01H co 
mo proteina de control no se conocla. dfn embargo ahora estacilà 
ro que cualquier teoria para la iniciaciôn de la ruta alternati­
va ha de tener en cuenta las funciones de las proteinas regulado, 
ras.

Recientemente Schreiber y col. (184) han demostrado que 
la funcionalidad de la via alternativa del suero puede ser repin 
ducida por 6 proteinas aisladas (03, factor B, factor D, ^lH,C3b- 
INA y Properdina,en sus respectives concentraciones séricas). La 
activaciôn de la ruta en la mezcla de las proteinas aisladas es 
similar a la producida por el suero tanto cualitativa como cuan- 
titativamente. 86lo 5 de estas proteinas son esenciales para la 
iniciaciôn y amplificaciôn de la ruta, dado que los eventos de 
estas fases pueden tener lugar en ausencia de properdina. tie es- 
,tas 5 proteinas, tres (03, factor B y factor D) se requieren para
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■la generaciôn de la enzima inicial y de la enzima amplificaûte de 
la ruta, las otras dos proteinas ( -̂Uî y CJbIHA) son reguladores 
de la C5-convertasa y actuan suprimiendo la formaciôn de la 03—  
convertasa en la fase fluida y bloqueando la formaciôn de la enzi 
ma sobre la superficie de los activadores.

Estos resultados descartaron virtualmente la existencia 
de un factor iniciador (IF) como un componente de la ruta alter­
nativa que estos mismos autores previamente babian propuesto.Es­
tos autorea dicen que esa proteina "parcialmente purificada" IF 
probablemente es iidêntica al C3blNA. El requerimiento de un fao 
tor iniciador IF en el sistema de la properdina provino del ha—  
llazgo de una proteina sôrica hasta entonces no identificada que 
se halla en circulaciôn en pacientes con glomerulonefritis hipo— 
complementemicas crônicas (185). Psta proteina, denominada factor 
nefritico (C3-Nef), en presencia de los apropiados cofactores s^ 
ricos generaba una 03-convertasa dependiente de Mg^^que, una vez 
formada actuaba sobre 03 en presencia de EDTA (185). Uno de los 
cofactores, una pseudoglobulina labil al calor, posteriormente - 
fué identifieado con el factor B (186), los otros eran 03 nativo 
y el factor D (187). El 03-Nef es una glicoproteina con un punto 
ieoelectrico comprendido entre 8.75 y 8.95, con un peso molecular 
de 150.000 Dalton y actualmente se sabe que es una inmunoglobuli 
na de la clase IgG con capacidad anticuerpo frente al factor B — 
activado (Bb)(188) y de esta forma estabilize a la convertasa de 
la acciôn desensamblante del plH.

Recientemente se ha apartado evidencia de que este factor 
estabiliza asimismo a la 03 convertasa de la via clâsica.(189).

La adiciôn de un antisuero anti-factor nefritico a un sue 
ro humane normal producia la liberaciôn de un factor que era esen 
cial para la activaciôn del sistema de la properdina por zymosan 
^nulina y eritrocitos de conejo (173,167). Este factor denominado
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,IÏ séria homôlogo al CJ-Hef de pacientes con glomerulonefritis - 
hipocomplementémica crônica,

Schreiber y col, (184) proponen^demâs, un modelo que da 
cuenta de la dinâmica molecular subyacente a la activaciôn del - 
sistema del Complemento por la via alternativa (Pig n@ 7). La ac 
tivaciôn de la ruta puede ser entendida como constituida por dos 
etapas: una de iniciaciôn y otra de amplificaciôn. La iniciaciôn 
es inespecifica, tanto que no requiers la presencia de inmunoglo 
bulina ni de ningûn factor de reconocimiento de estructuras sim^ 
lares a anticuerpos. For otro lado esta parece desarrollarse en 
dos pasos, el primero supone la uniôn al azar del C3b, a través 
de sü sitio de uniôn labil, a un activador y un segundo que supo 
ne una interacciôn discriminatoria del C3b unido con las estruc­
turas de superficie que le rodean. Los eventos al àzar son el re 
sultado de la acciôn de la C3-convertasa inicial que es una enzi 
ma de la fase soluble. Se supone que el 03 naüivo y el factor B 
forman un complejo reversible dependiente de Hg que si es acti­
vado por el factor D, produce la enzima que escinde el 03, la - 
03Bb que es la 03-convertasa de la fase fluida. La magnitud de - 
la deposiciôn del 03b résultante de la acciôn de esta enzima so­
bre 03 es baja debido a lo pequena cantidad de enzima producida 
en un tiempo dado y a la baja eficiencia de uniôn que es caract£ 
ristica de la deposiciôn de 03b en la fase soluble. La interac—  
ciôn discriminatoria tiens lugar tras la uniôn de 03b. Ouando se 
une a una sustancia no activadora el 03b es capaz de unir ^lU y 
résulta inactivado por los efectos combinados del C3bINA y ̂ IH.- 
Cuando se une a un activador el control es restringido porque la 
uniôn de (i-lH a 03b esta disminuida o anulada. Oomo consecuencia 
de la fase discriminatoria de la iniciaciôn tiene lugar la forma 
ciôn de la 03-convertasa sobre ol activador y comienza la ampli­
ficaciôn a través de la 03-convertasa de la fase sôlida fijada.- 
E1 03b depositedo sobre la superficie activadora (p.ej.zymosan) 
sirve como sitio de anclaje al factor B, que ti-as la activaciôn
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C3-C0NVERTASA de la FASE FLUIDA 
(C3,B,D)

control control restringido

FASE fluida  ^,V,ACTIVAP(^R 

O NO ACTIVADOR

B1H 
C3b!NA

C3bi

B.D

Si~C3bj mm "  «mS|-C3bB 
C3blNA

proteasa

/
C3c

03

S,-C3b n B

06,7 ,8 ,9 .
05 S,„-C5b 9

S,„

proteasa ____
Si~C3d~^a^t^mmm SfC3bjP-^m wm tm wS|-03b|fBP

C3btNA 

P*C 3c

Pig. n9 7«
dinamica molecujar de la vig alternativa del Complemen­
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'proteolitica por el factor D, se une mâs firmemente al C)b dando 
lugar a la C5-convertasa de la fase solida. La primera parte de 
la formaciôn de esta enzima es asimismo dependiente de Mg^* . La 
interacciôn protelna-protelna entre el CJb y el factor B expone 
en este un enlace que es reconocido por el factor 1) liberando un 
péptido de )0800 Dalton de peso molecular el Ba y deja firmemen 
te fijado el Bb de 6)000 Dalton al CJb unido a la superficie ac­
tivadora dando lugar asi a la C5-convertasa de la fase sôlida. Mo 
obstante esta convertasa tiene una vida media muy corta (2 minu-Otos a 37 c en presencia dé tampones con Mg o EDTA)(190). La ac­
ciôn de la properdina activada o del factor nefritico sobre esta 
convertasa aumenta la actividad enzimâtica aparente de la misma 
al disminuir el decaimiento espontaneo de la enzima* Esta enzima 
a diferencia de su homôloga de la via clâsica exhibe cierta capa 
cidad para escindir al C). No obstante la 03-convertasa propiamen 
te dicha se forma como consecuencia de la deposiciôn de mâs mol^ 
culas de 03b sobre el complejo anteriormente formado provenientes 
de la acciôn de la 03 convertasa sobre 03* Eroperdina estabiliza 
asimismo a esta enzima de una forma anâloga a como lo hacia sobre 
la 03 convertasa(191)* La capacidad del 03b para distinguir entre 
activadores y no activadores constituye una nueva funciôn del - 
03b y confiere un potencial discriminatorio sobre la ruta,

1.8. RELAGIOMfîS ENTRE EL ERAGMENTO FCabJg DE LA IgG DE OONEJO Y 
EL SISTEMA DEL OOMPLEMENTO,-

£1 fragmente P(ab)2 obtenido como se indice en el aparta 
do 1.3.2. supone una porciôn de la molécula de inmunoglobulina - 
que en forma aislada del resto de la molécula proporciona una in 
formaciôn estimable de cars al conocimiento intrinseco de la ver 
satilidad de funciones de la molécula compléta.

En este fragmente que contiens dos sitios de uniôn para 
el antigeno (90) residen las actividades de preciptina, aglutini
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n̂a y neutralizante. Otras propiededes biol6gicas de la molécule 
compléta, como son la fijacion en la piel, transferencia placen- 
taria y actividad citofilica, se pierden tras el tratamiento de 
la IgG con pepsina ya que el fragmente Pc es digerido en pequenos 
péptidos.

En un principio se pensé que el fragmento Fc era necesa- 
rio para manifestar otra actividad biolôgica altamente importante 
La inducién de la fijacién del Complemento por IgG, aunque el frag 
mento FCabJg parecla retener algunes propiedades de fijacién del 
Complemento. Cbservaciones estas que se establecieron cuando aûn 
no hâbla trabajos concluyentes de activaciôn del Complemento por 
la via alternative y que posteriormente airvieron para apoyar su 
existencia.

En cuanto a la capacidad de fijacién del Complemento por 
este fragmente, los trabajos aparecidos hasta 1971 manifiestan 
una gran controversia, Asi varias autores Tarants y Franklin 1961 
Ishiaka y Sugahara 1962, Ovary y Tarants 1963,(19319^) no halla- 
ron actividad anticomplementaria alguna en agregados antigeno—  
FCabJg» mientras que otros como, Schur y Becker 1965, Chan, Ja—  
quet y Cebra 1964, Jaquet y Cebra 1965, Isliker, Jacot-Guillar—  
mond WaldesbUhl, Von Fellenberg y Cerottini 1968,(195t198) si da 
tectaron dicha actividad. La fijacién maxima de Complemento por 
agregados antigeno-F(ab)g observsda variaba entre un 30 y un 
del total de Complemento anadido, cas! generalmente de cobayos,

Reid en 1971 (170) publicé un trabajo que practicamente 
supuso el fin de la controversia hasta entonces planteada eviden 
ciando la capacidad de este fragmente para fijar el Complemento, 
demostrando que el fallo de las experiencias anteriores radicaba 
en las condiciones de trabajo no apropiadas y ademés demostré que 
el P(ab)2 no unis Cl lo que corroboraba las experiencias que Isli 
ker llevé a cabo en 1968 segun las que el sitio de union de la —
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•IgG al Cl ae hallaba en la regién Fc.(198)

Asimlsmo se encontrô diferencia apreclbble en cuanto a la 
fijacién del Complemento por los inmunocomplejos de P(ab')g si - 
la formacién de los mismos se producla durante el période de fi­
jacién del Complemento respecte a la fijacién que ténia lugar si 
los complejos esteban previamente formados (Schur y Becker, y - 
fieid)(195»170). Entre 30 y 100 veces resultaron ser mâs eficien 
tes los inmunocomplejos previamente formados en cuanto a la capa 
cidad de estes de fijar Complemento. fiesultados similares se ob- 
tuvieron con agregados del P(ab')g de la IgGl de cobayos antigeno 
como mostraron Sandberg y col. (169). 8e sabe que los inmunocom­
ple jos separsdos en el punto de eguivalencia necesitan un consi­
derable tiempo de formacién para dar una precipitacién maxima de 
todos los complejos antigeno-anticuerpos formados, y es generalmen 
te aceptado que los complejos ant igeno-ant icuerpo son mas astables 
con el tiempo, segun fieid (170) una explicacién de la diferencia 
de eficiencia en la fijacién del Complemento entre los dos tipos 
de agregados quizâ pueda ser el que las molêculas de P(ab')g en 
los complejos antigeno-anticuerpo sufren un ligero cambio confor 
macional durante la agregacién después de su reaccién inicial, - 
presumiblemente répida, con ftl antigeno y que este cambio con­
formée ional incrementa la fijacién de los ûltimos componentes.

Posteriormente Jackson y Grant en 1976 (199) llevaron a 
cabo una8 experiencias en las que ^idieron la capacidad de unos 
anticuerpos IgG y/o P(ab')2 de conejo frente a cêlulas P-815 tu 
morales para lisar estas células utilizando Complementos de dis­
tintas especies. Con P(ab*)g en presencia de EGTA (complejante - 
del ién Ca^^ , necesario para afitivar la via clésica), los Corn—  ■ 
plementos de carnero y conejo eran activados de forma diferente 
por la via clésica o por la via alternativa, sin embargo los Corn 
plementos de rata y cobaya resultaron activados sélo por la via 
clésica. Conclusién que estaba en desacuerdo con lo mostrado por
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Reid en 1971 y otros snteriormente. Por otro ledo, dado que los 
resultados obtenidos eran marcadamente dependientes de la fuente 
del Complemento, estos autores sugirieron que pare que los datos 
puedan extrapolarse a los sistemas "in vivo", es preciso que ton 
to el anticuerpo como el Complemento proceden de la misma especle.

Finalmente Fujita y col. en 1977 (200) confirmaron la ca 
pacidad del F(ab')2 de la IgG del conejo como inmunopre c ip it ado' ; 1
con la ovoalbumina para fijar Complemento humano por la via al—  ! j
temativa ademâa de investigar sobre los mecanismos de esta acti 
vaciôn evidenciando la participacién de los factores C5-proacti- 
vador (B) y CJ-proactivadorconvertasa (B) en esta via, la depen- 
dencia del tiempo de incubacién de este inmunocomplejo con los — 
factores séricos précises para la activaciôn de esta via, asi co 
mo la corroboracion de observaciones prévias de otros investiga- 
dores (Schur y Becker 1953, Sandberg y col. 1971, Reid 1971» Ishi 
zaka y col. 1972, Konno y col. 1976 (195»169»170,201,202) de que 
la cantidad de Complemento fijada por inmunoglobulinas y sus frag 
mentos a través de la via alternativa nunca excede el 50$ del Com 
plemento total présenta.



2, OBJETIVOS T PLAN DE TRABAJO.-
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La activaciôn del sistema del Complemento forma parte de 
las propiedades de las inmunoglbbulinaa relacionadas dijpectamente 
con la defensa inmunolôgica del organisme. Esta activaciôn puede 
ocurrir, al menos, por dos mecanismos bioquimicos diferentes deno 
minados via clasica y via alternativa en las cuales los factores 
iniciales del sistema y los mecanismos efectores son diferentes, 
aunque ambas coinciden a partir del components G).

La capacidad de activaciôn del Complemento por una u otra 
via présenta una cierta especificidad de clase o subclass, aunque 
esta no es ni mucho menos estricta.

Los sitios efectores de la molécula de inmunoglobulina - 
para la via clésica y la via alternativa si son diferentes, al - 
menos en la gran mayoria de los casos.

La region responsable de la union a 01^ y de la activaciôn 
de la via clésica reside en el dominio globular designado como - 
Cjj2(IgG), dentro de la regiôn Fc de la molécula de ariticuerpo.I’or 
el contrario, el sitio efector para la via alternativa reside en 
la regiôn Fab de la molécula, probablemente en el dominio Ogl.

En nuestro laboratorio se estén llevando a cabo una serie 
de estudios que tienen por objeto dilucidar los factores estruc- 
turales de la molécula de inmunoglobulina que determinsn la capa 
cidad de activaciôn del Complemento por anticuerpos. Hasta el pr^ 
sente se han obtenido algunos resultados que se entroncan directs 
mente en una linea de experimentaciôn orientada a obteher la es- 
tructura y las relaciones estructura-funciôn del sitio de activa 
ciôn para la via clésica. Los requisitos estructurales de las in 
munoglobulinas para la activaciôn de la via alternativa estén ca 
ci absolutamente inexplorados. Por otra parte la funeionalidad - 
biolôgica de la porciôn Fab, diferente de la uniôn al antigeno - 
es desconocida. Actualmente, las diferentes actividades biolôgi-
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/cas de la molécula del anticuerpo pueden ser asignadas a una u - 
otra de las regiones globulares (dominios) en que la molécula es 
tâ organizada, pero el dominio Ogl es la (mica porcién de la mo­
lécula, cuya funcionalidad permanece oscura*

For estas razones hemos decidido abordar el estudio de - 
la via alternativa del Complemento desde el punto de vista de los 
requisitos de estructura molecular précises, Esta linea permiti- 
r& explorer uno de los aspectos més oscuros de la f uneién de los 
anticuerpos aprovechbndo la expériencia creciente de los estudios 
que paralelamente se estén efectuando sobre la via clésica,

El estudio se llevé a cabo sobre IgG de conejo porque cons 
tituye un sistema experimental més simple y apropiado que las in 
munoglobulinas humanas debido principalmente a très razones:

a) Henor nômero de subclases de IgG que en caso de la IgG
humane,

b) Gran parte del pool de IgG de conejo puede activer el 
complemento por la via alternativa solamente*

c) En las dos subclases de IgG de conejo el sitio de acti 
vacién para la via alternativa del complemento reside en la regiôn 
F(ab')2

La aproximaciôn experimental y la estrategia metodolôgica 
suponen la utilizaciôn de la modificaciôn quimica especifics y - 
controlada, eatableciondose correlaciones entre la exteijisiôn de 
la modificaciôn, la capacidad de activaciôn de la via alternati­
ve y los posibles cambios conformacionales inducidos por las modi 
ficaciones quimicas con repercusiôn funcional*

Con esta linea de conjunto el trabajo se desarrollô segun 
la siguiente estrategia experimental:

1) Aislamiento del fragmente F(ab')2 de la IgG de conejo.
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' Para ello se precisan del aislamiento de la IgG del suero
de conejo por cromatografla de intercambio iônico en diptil-ami- 
noetil-celuloaa (DEA£-celulosa) y posterior digesti6n proteoli- 
tica de la inmunoglobulina con pepsina seguida de una cromatogr^ 
fia de exclusion molecular del digerido por Bephadex G-200 o Ul- 
trogel AcA-44.

2) Caracterizaciôn fisico-quimica del fragmente P(ab')2.

Esta supone a) Estimaciôn de su peso molecular por filtra 
ciôn en gel y electroforesis en gel de poliacrilamida en presen­
cia de SDS. b) Determinaciôn del radio molecular del P(ab')2 por 
filtraciôn en gel. c) Determinaciôn de su movilidad electroforé- 
tica en agar, d) Determibaciôn de su punto isoelectrico por ele£ 
troenfoque, e) Obtenciôn de su espectro de absorciôn. f) Obten—  
ciôn de su espectro de dicroismo circular, g) Determinaciôn de su 
coeficiente de extinciôn. h) Anâlisis de aminoacidos. i) Determi 
naciôn del numéro de puentes disulfuro.

3) Modificaciôn quimica de los puentes disulfuro.

Sa pretende con elle estudiar la posible implicaciôn de 
los enlaces disulfuro inter-y/o intra-catenarxos del F(ab')2 en 
la activaciôn de la via alternativa. El efecto de la reduceiôn y 
alquilaciôn de los enlaces intercatenarios puede informer acerca 
de los requisitos de estructura cuatemaria en la regiôn reacti­
va, El mismo estudio sobre los enlaces intracatenarios puede in- 
formar acerca de la importancia de la regiones constantes o va­
riables en la regiôn efectora y posiblemente acerca de los requi 
sitos de estructura terciaria.

La metôdica consiste en reducir y alquilar controladamen 
te el P(ab')-, cuantificar los enlaces modificados por cuantifi- 
^caciôn de grupos -SH con 1- G-yodoacetamida y, eventualmente,lo
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'calizaren la molécula la posicién de los enlaces rotos.

4) Correlacién entre la modificaciôn quimica y los efec- 
tos estructurales.

Ello supone el empleo del dicroismo circular para detec- 
tar posibles cambios conformacionales en el P(ab')g con modifies 
ciones quimicas f une ionalment e significativas, en un intente de 
perfilar los requisitos conformacionales de la activaciôn de la 
via alternativa.

5) Valoraciôn de la actividad anticomplementaria.

Este punto constituye el eje del trabajo. Se trata de es 
tablecer una técnica que permits valorar, con suficiente sensibi 
lidad y relative sencillez, la capacidad de activaciôn de la via 
alternativa por complejos antigeno-F(ab')g ô Fab intactos o modi 
ficsdos.

Con este trabajo se pretende hacer una aproximaciôn con­
ceptual nueva a las relaciones entre la estructura y la funeiôn 
de la inmunoglobulinas.

La finalidad de este trabajo es doble: por una parte in­
vest igar los requerimientos estructurales de las inmunoglobulinas 
para activer la via alternativa y buscar un posible dominador do 
mûn con otros efectores y, por otra parte, adentramos en el estu 
dio de la funcionalidad biolôgica de la regiôn Fab independiente 
de la uniôn al antigeno.



I. MATEfilALES Y METODOS.-
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*5.a. OBTENCION DEL SUERO DE CONEJO NOWiAL.-
i

Se obtuvo de conejoe raza New Zealand procédantea del ani 
fflalario de la Fundaciôn Jimenez fiiaz. La sangre de estos conejos 
se extrae de la vena marginal de la oreja y posteriormente se de 
ja retraer: el eoâgulo de la misma durante ?-4 boras a temperatu 
ra ambiante. A continuaciôn se recoge el sobrenadante y se cen—  
trifuga a 3000 rpm (2280g) durante 15 minutos, se desprecia el - 
sedimento y el liquide sobrenadante es el suero.

3.2* OBTENCION DE LA IgG DE CONEJO.-

Se procédé segûn una modificaciôn al método de Peterson 
y Sober 1962(203).

El suero obtenido segun el apartado anterior bien se enri 
quece en su f race iôn gamma por precipitaciôn con (NHyĵ )2S0̂  2M de 
concentraciôn final con posterior redisoluciôn del mismo y diâli. 
sis exhaustive frente a un tampon Na2HP0^ O.OIH pH 7*6, o bien se 
dializa directamente frente a este mismo tampon.

Este suero dializado se cromatografla por una résina de 
cambio iônico, DEAE-celulosa- (dietil-raminoetil-celulosa) DE-11 
Whatman, en columnas de 2.6 x 30 cm ô 4 x 40 cm siendo el eluyen 
te el mismo tampon de la dialisis

Del eluido se recogen las fracciones que a 280nm exhiben 
una absorbancia adècuada, superior e 0.2 y se concentran por ul- 
trafiltraciôn a través de boisas de celofan visking 8/32 (2.4nm 
de diametro de pro) a presiôn negative.

Una vez concentrada la IgG se centrifuge a 5000 rpm (3800 
g) durante 15 minuüos para eliminar agregados insolubles.
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Obtenida la IgG se verifica su grade de pureza por téoni 
cas inmunoquiniicas j fislcas

La identificaciôn y determinaciôn de su pureza inmunoqui 
mica se llevô a cabo por; A) inmunodifusiôn doble bidimensional 
en agar (Agar Noble Difco al 1$ en HaCl 0.I5H, segun una modifi­
caciôn al método de Ouchterlony (204), frente a antisueros, anti— 
proteinas totales de conejo, de asnos, proporcionados por Behring 
-werke y anti-gamma-globulina de conejo, de cebra, proporcionades 
por la misma casa o bien al antisuero obtenido por faosotros como 
se détails en el apartado 3*5« Las preparaciones pures dan une so 
la banda en ambos casos.

B) Inmunoelectroforesis.

Modificando el método Scheidegger (205) se realizô en pla 
cas de 75 X 40 X 2am de gel de agar (Agar Noble Difco al 1.25$ - 
en tampon de veronal (écido 5»5»-dietilbarbiturico/5.5.-dietilbar 
bitûrico sôdico) de fuerza iônica 0.03 y pH 8.6). La muestra se 
introdujo en orificios de 1mm de diametro practicados en el gel 
mediante una pipeta Pasteur calibrada, equidistantes del eje Ion 
gitudinal de la plaça 6mm y la electroforesis se llevô a cabo en 
el tampôn mencionado, aplicando una caida de tensiôn-de 5volt/cm 
durante 70 minutos.

Tras la electroforesis se practicô en el eje longitudinal 
de la plaça una trincnera de 2mm de ancho, se rellenô con el anti. 
suero especifico, segûn el anâlisis y se dejô en repose en câmara 
humeda, observéndose el desarrollo de las bandas de precipitaciôn 
a las 24 y 48h.

Las preparaciones puras son aquellas que muestran una ban 
da de precipitaciôn desde la zona alfa hasta la gamma, zona de — 
movilidad electroforética de la IgG,
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Las preparaciones con m&s de una banda de precipitaciôn 
se consideraron impuras, j

La pureza fisica la determinamos por: A) filtraciôn en - 
gel de Sephadex G-200 superfino o G-200, en columnas de Pharma­
cia 2.6 X 40cm son eluidas con solueiôn salina de NaCl 0.5M tam- 
ponada a pH 7*2 con fosfato disodico/fosfato monopotasio a con—  
centraciôn final de O.OIM y que contiene âzida sôdica al 0.03$ 
(SSF)

B) Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se aplicô segûn el método descrito por Davis (1964)(206) 
para geles al 7*5$

Se aplicaron 10 micro-1 de muestra a concentraciôn de 23 
cicro-g/lOmicro-1 disueltos en el tampôn superior de la electro­
foresis TRIS/Gly pH 8*9, Utilizando azul de bromofenol como marca 
dor. Se corrieron a 1.3 mA por tubo, mientras el marcador estaba 
en el gel de concentraciôn y a 4mA por tubo, una vez que alcanzô 
el gel de resoluciôn durante 1 hora )ü minutos. Se tifieron los - 
geles con amido Schwartz 0.1$ en ac. acético al 7$ durante al me 
nos cuatro horas y se destineron con cambios sucesivos de écido 
acético al 7$*

En este tipo de proteinas y debido a su heterogeneidàd' -̂ 
fflolecular no se obtiene una banda nitida sino una banda difusa.
La existencia de més de una banda indice que la protelna no esté 
pura.

La concentraciôn de la proteina se détermina por una mi- 
cromodificaciôn del método Folin-Ciocalteau (207).

3.5* OBTENCION DEL FRAGMENTO F(ab')2'-
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Una vez obtenida la IgG pura ee dializa frente a tampôn 
AcH/Ac O.IM, pH 4.6. A continuaciôn se digieren 75mg dq esta IgG 
con pepsina en relaciôn 1:100 enzima: snstrato durante 24 horas 
a 37° segûn el método de Hisonoff(90)

La reacciôn se detiene por adiciôn de TRIS sôlido hasta 
llevar la disoluciôn a pH 8. Este digerido se filtra por el gel 
de Sephadex G200 o Ultrogel AcA44 en columnas de Pharmacia de 2.6 
X 100 cm eluidas con SSF. Se recogieron fracciones de 3 ml 7 se 
leyeron a 280 nm en un .espectrofometro Unicam Sp 1800.

El primer pico del eluido contiene F(ab')2 que se concen 
tra por ultrafiltraciôn en boisas de celofan visking 8/32. Este 
pico se analiza su grado de pureza por técnicas inmunoquimicâs: 
inmunodifusiôn doble bidimensional en agar e inmunoelectroforesis 
y fisicas: filtraciôn en gel de Sephadex ̂ G-200 superfino y elec 
troforesis en gel de poliacrilamida.

Las fracciones que resultan impuras se vuelven a filtrer 
por Ultrogel AcA44.

Obtenido el P(ab')2 puro se procédé a su caracterizaciôn
fisica.

La concentraciôn de esta proteina se déterminé en princ^ 
pio por el método del Folin-Ciocalteau y posteriormente por la — 
ahsorvancia de la aoluciôn que le contenta en base a su coeficion 
te de extinciôn E„* ^ una vez obtenido este dato.Col

3.4. CARACTEfilZAOIOH FISICO-QUIMICA DEL FRAGMENTO F(ab'>2 ^E LA 
IgG DE CONEJO.j.

3.4.1. Movilidad electroforética en el gel de agar.-

8e déterminé por medio de electroforesis en agar comparan
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dole con la movilidad exhibida por otras proteinas de movilidad 
conocida: conjunto de proteinas sêricas del conejo, e IgG del c£ 
ne jo.

3*4.2. Estimaciôn de su pego molecular.-
3.4.2.1. Estimaciôn por filtraciôn en gel de Spphadex G-200 su­

perfine. -

Se llevô a cabo segun el método de Andrews 1969(208) en 
una columns de Pharmacia de 2.6 x 45cm siendo el eluyente la so- 
luciÔn salina mencionada, SSF, y filuida con flujo invertido. Re- 
cogiendo fracciones de 3 ml. Obteniendo cada patrôn al menos 3 - 
Veces con interva].o de mâs de une semana entre cada dos determi- 
naciones.

Se estimô por comparaciÔn de su conq>ortamiento en filtra 
ciôn a través de este gel y el de otras proteinas de comportamien 
to conocido. Las proteinas patrôn utilizadas fueron: IgM, para - 
la determinaciôn del volumen de exclusiôn de la columna (V^), o- 
voalbumlna (43500 Dalton) albumine bovina (67000 Dalton), quin£- 
tripsinogeno del pancreas de ternora (25000 Dalton), mioglobina 
de cachalote (17.800 Dalton), citrooromo-C del corazôn de oaba-^ 
llo (13.400 Dalton), IgG humana (150.000 Dalton), IgA humane —  
(160000) el fragmente Pc de la IgG humana (52000 Dalton), y el - 
aminoécido tirosina para la determinaciôn del volumen intemo(V-^) 
En cede caso se determinô el volumen de elucciôn por absorciôn 
de los eluidos a 280nra excepte en dos casos de la mioglobina y - 
citocrofflo-G que se realizô a 410 nm.

Se expreaô el comportamiente de estas proteinas en esta - 
columna y este gel como su volumen de elucciôn (V^) y como Vg/T^ 
se relacionô con el logaritmo decimal de su peso molecular.

3.4.2.2. Estimaciôn por electroforesis en gel de poliacrilamida 
SDS.-
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' Se siguiô la técnica de Weber u Osborn (209) utilizando
geles al 7.5$ y 10$ en NaH^PO^ O.IM pH 7.2 que contenien dodecil 
sulfatosôdico (SDS) al 6.2$. Se estimô por la comparaciôn de la 
movilidad del fragmente F(ab')2 y de este reducido con la movili 
dad de las siguientea proteinas patrôn, fosforilasa de E. coli 
ÇlOOOOO Dalton), ovoalbumina, albumine bovina, quimotripsinogeno, 
lisozima de la clara del huevo (14000 Dalton), cadenas H y L de 
IgG de conejo (51000 y 25500 Dalton), Fc gamma humano, aldolasa 
de mûsculo de conejo (40000 Dalton) y pepsina de la mucosa esto­
macal de cerdo (55000 Dalton).

Las muestras se disovieron en HCOO al 5$ a concentraciôn 
de Img/ ml y 50 microl. de esta soluciôn se desecaron y se les -
adicionaron 100 microl* de una soluciôn que contenia 0*5ml de —
tampôn fosfato, 50 microl. de SDS al 10$ 2 ml de urea al 12$ y -
2.4 ml de HgO y para las rauestras que se redujeron se adicionô a
la soluciôn anterior 50 microl. de 2-mercaptoetanol 14.5M y se e 
calentô a 100° durante 5 minutos.

Se corrieron 50 microl. de estas soluciones a los que se 
adicionô 10 microl. de azul de bromofenol ai 0.01$ que se utili- 
zô como marcador. Se corriô la electroforesis durante 5-6 horas 
a 8mA/tubo.

Los geles se tineron durante 15 horas con azul Coomassie 
al 0.5$ en alcohol isopropilico al 25$ y écido acético al 10$. Se 
destineron los geles con una disoluciôn acuosa de alcohol isopro 
pilico al 25$ y acético al 10$.

Y la movilidad elecÿroforética se determinô aplicando a 
cada muestra la siguiente expiesiôn:

Movilidad x_Ig siendo:
I-l ®2
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I Dĵt diatancia migrada por la probeina.
longitud del gel después de la decoloraciôn.

Dg: distancia recorrida por el marcador.
Lg: longitud del gel antes de la tinciôn.

5.4.3. Câlculo del radio molecular.-

Para calculer el radio molecular del F(ab')2 de la IgG 
de conejo se utilizô el procedimiento de Ackers (1964)(210).Se - 
realizaron las siguientes determinaciones:

• a) Determinaciôn de Kg

14) “ ______
- V^/Bd -

donde: Vg= volumen de elucciôn de cada proteina 
Vg" volumen de exclusiôn de la columna.
V^= volumen total del lecho del gel*
B B ml del lecho del gel/g. de gel seco.
d B densidad del gel mg/ml.

(B y d son los dos valores caracteristices dados por la casa co- 
mercial para cada tipo de Sephadex).

Se eélcula Kg para todas las proteinas cromatografiadas. 
b) Determinaciôn de a/r, siendo a b radio molecularde cada protei 

n a  y  r  B radio de poro efectivo de la columna. Este célculo se 
realiza pare todas las proteinas cromatografiadas, por interpo 
laciôn de los valores obtenidos para Kg en la tabla Kg . frente 
a a/r de Ackers (1964). 

d) Determinaciôn de r« Determinado a/r para cada proteina y cono
cido a se halla el valor de r. El radio de poro efectivo que
se toma para la columna utilizada .es el promedio de los dif£

I rentes r obtenidos a partir de las proteinas patrones que en
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la representaciôn de Ve/Vo frente al log PM situan al P(ab')2 
en-una posiciôn media : (IgA, IgG, Albumina bovina y Fc). 

d) Una vez conocido Kg para el F(ab')2 se halla a/r poi* interpo- 
lacion en la tabla de Ackers. De este valor y el radio de poro 
efectivo r de la columna utilizada se deduce el valor del ra­
dio molecular a del P(ab')2 de la IgG del conejo,

3.4.4. Célculo del coeficiente de difusiôn del F(ab')2 .-

Una vez determihado el radio molecular del fragmente su 
coeficiente de difusiôn se calcula segun la siguiente expresiôn:

D20,w N&i] o a
siendo:

—1 Otr—1R B 8.31 X 10^ ergios (g mol)"^ "K
T - 295 °K

6.02 X 10^5 (g mol)"^
Vj B 1 cp B 10“ ^  g c m"^ s“ ^
a B radio molecular en cm

3.4.5. Espectroscopia de Absorciôn.-

El espectro de absorciôn del F(ab')2 se realizô entre 200 
y 340 nm en un espectrofotometro de doble haz Unicam SP-1800 equi 
pado con un registre gréfico Unicam Afi-25.

Para efectuar el espectro la proteina fué dializada pre­
viamente frente a una disoluciôn de Tris/HCl 10 mM a pH 7.8, con 
teniendo ademâa NaCl 0.I5 M y EOTA 2 mM, centrifugada 20 minutos 
a 3800 g y diluida posteriormente con dicho diluyente hasta la - 
concentraciôn adecuada para la mediciôn.

En la regiôn correspondiente al UV prôximo (240-340 nm) 
las concentraciones utilizadas fueron de 1 mg/ml, utilizandosa
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' como bianco la disoluciôn de Tris/HCl.
13,4.6* Dicroismo circular.-

E1 espectro de dicroismo circular (CD) del F(ab')2 se rea 
lizô entre 210 y 320 nm en un espectropolarimetro Cary-60 con adi. 
tamento para dicroismo circular, a 25°C en células de 1cm de paso 
ôptico.

Para efectuar el espectro la proteina fué dializada con­
tra el diluyente Tris/HCl citado en el apartado anterior, centri 
fugada a 3800 g durante 20 minutos y diluida posteriormente en el 
citado diluyente hasta la concentraciôn adecuada. El diluyente - 
utilizado en la preparaciôn de la muestra fué previamente filtra 
do a través de un filtro Millipore de 0.45 micras asi como la di 
soluciôn de la proteina, con el fin de evitar rigurosamente la - 
presencia de particules en la muestra que pudieran originar efe^ 
tos incontrôlables de depolarizaciôn y dispersiôn de luz.

Las concentraciones de proteina utilizadas fueron 100 
g/ml para la obtenciôn del espectro de CD en el UV lejano (210- 
240nm) y de Img/ml en el UV prôximo (250-320nm).

Se utilizô como blanco una alicuota de Tris/HCL procédan­
te del liquide utilizado en el ûltimo cambio de la diélisis de - 
la muestra de proteina.

Los espectros vinieron dados en grados de elipticidad O. 
La representaciôn gràfica de los mismos se llevô a cabo expresan 
do los datos en elipticidad molar (0) utilizando para la convei>> 
siôn de datos la siguiente expresiôn:

(G) _ X  M  X  100^
d X c
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•donde M = es el peso molecular del F(ab')g (97000 Dalton) 
d B paso ôptico de la célula en c m  d b  icm 
c B concentraciôn de la proteina en g/l.

El factor de correciôn de Lorentz 3/n^+ 2, (donde no es 
el indice de refracciôn), utilizado generalmente para compensât 
el efecto del disolvente sobre la fuerza rotacional de las tran 
siciones opticamente activas, no fue considerado en las estima- 
ciones do (Ô) puesto que la obtenciôn del espectro de CD de esta 
muestra, y las sucesivàs a estudiar, se efectuaran en el mismo — 
disolvente y en idénticas condiciones y porque la finalidad del 
estudio es la comparaciôn de los espectros de distintas muestras 
y no la determinaciôn de la magnitud absôluta de las bandas de - 
elipticidad.

Puesto que los espectros de CD de las inmunoglobulinas y 
de sus fragmentes se caracterizan porque exhiben una elipticidad 
muy debil, fue preciso trabajar en condiciones de alta sensibili 
dad del espectro polarImetro: 0.04 (1 cm b 0,0016 grados de 6)en 
el UV lejano y escala 0.02 (1 cm b 0,0008 grados de 6) en el UV 
prôximo. Por esta razôn los espectros presentaron una relaciôn - 
senal/ruido considérablemente pequena. Para obvidrr en lo posible 
la indeterminaciôn que esto implica, el barrido espectral se efec 
tuô cada vez por triplicado en la misma regiôn del registre grâfi 
co y se conaiderô como definitive la linea que, en cada punto de 
registre, atraviesa la zona mâs intensamente dibujada.

5.4.7. Anâlisis de aminoâcidos.-

8e procediô segûn la metodologia expuesta por Gavilanes
(211)

Muestras de 1 mg de P(ab')2 previamente dializadas frente 
a H2O destilada se llevaron a sequedad en viales de hidrolisis y



Tabla^XARACTERISTICAS DE LOS TAMPONES DE CITRATO D E  LITIO

TAMMH 
OIWCtOH OS 
LA MUESnA TAMPON

22
TAMPON

32
TAMPON

42
TAMPON

52
TAMPON

PH Z 20t0 /)1 Z86±0,01 3,60±0J)1 4,171 0,01 5,28 ±0,01 6.50-0.01

CONCENTR. DE UriO(N) 0,150 0.244 0.356 0,668 0.664 1.93

. CITRATO DE LITIO (g) u,'io 15,04. 33.50 23,00 23.00 23.00

CLORURO DELmO(g) 3,60 _ 18,00 17,00 36/JO

TIODIGUCOL (ml) 10,00 Z 5 0 2.50 2.50 2.50

HCI CONCÉN. (m!) 10,00 11,20 20,60 9,60 2.90 0,150

FENOL LIQUIDO 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1.00

VOLUMEN FINAL (!) 1,00 IjOO 1.00 1,00 1.00 1.00
$
o
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<a continuaciôn se les adicionô 1 ml de HCL azeotropo tridestila- 
do 5N conteniendo 0,1$ de fenol, se agitô hasta disolver la pro— 
telna, se llevaron a vacio los viales y las hidrolisis se mantu- 
vieron a 110°0 durante 24, 48, 72 y 96 horas en sus respectivas 
viales. Transcurridos estos tiempos se enfriaron a temperatura - 
ambiante las muestras, se abrieron los viales, se llevaron a se­
quedad las muestras, se lavaron al menos cuatro veces con agua - 
destilada agitando y llevando a sequedad cada una de allas, y a 
continuaciôn se procediô a disolverlas en el disolvente del aut£ 
analizador que contenia: citrate de litio pH 2.2-0.1 con 1$ de - 
tiodiglicol y 0.1$ de fenol proporcionados por Pierce Chemical 
Company. Y se aplicairon JO microl de mUestra al autoanalizador - 
Durrum D500, segun programs previamente calibrado, utilizando un 
total de cinco tampones de citrate de litio en secuencia segûn se 
détails en la tabla ns 9.

A partir de los datos del anâliais se détermina la compo 
siciôn de aminoacidos en $ molar, exceptuando de este câlculo Thr 
Ser, Ile, Val, Trp y Cys,

3.4.7.1. Contenido en Treonina.-

8e détermina a cada tiempo de hidrolisis, el $ molar de 
Thr respecte a todos los aminoâcidos invariables respecta al —  
tiempo de hidrolisis. La media de los valores asi obtenidos dâ 
el $ molar de Thr. Una vez obtenido el porcentaje de Thr a cada 
tiempo de hidrolisis se procédé a la representaciôn de dicho por 
centaje en funciôn del tiempo. El valor obtenido grâficamente por 
extrapolasiôn a tiempo cero dâ el contenido en Thr del P(ab')g.

3.4L7.2. Contenido en Serina.-

Se détermina de forma anâloga que en el caso de la treo-
nina.;
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'5.4.7.3. Contenido en Valina.-

Se calcula en el bidrolizado del ûltimo tiempo de hidro­
lisis, el $ molar de Val respecte a todos los aminoâcidos invaria 
hles respecte al tiempo de hidrolisis. El contenido Val viene da 
do por la media de los valores obtenidos en los très hidrolizados 
a 96 horas.

3.4.7.4. Contenido Isoleucina.-

8e determine en forma anâloga a la deécrita para Val.

3.4.7.5» Contenido en Triptofano.-

8e détermina espectrofotometricamente utilizando dos mêto
dos:
A) Método de Goodwin y Morton (1946)(212), se prépara una solu—  
ciôn del ^(ab')^ en NaOH O.IN que a 290nm exhiba una densidad 
tica comprendida entre 0.2 y 0.5. Se lee esta soluciôn a 280nm y 
a 294.4nm. El contenido en Trp de la proteina se obtiene de la - 
expresiôn:

*Vyr^Trp ”  0 * 5 9 2 D 2 g ^ ^ ^ - 0 . 2 6 3 ^ 2 2 0 / 0 ,2 6 3 D 2 g Q - 0 , 1 7 0 D 2 g ^ ^ / ^

siendo 7 *4?rp moles de Tyr y Trp por mol de proteina. -
Esta determinaciôn se efectuô por triplicado.

B) Método de Edelhoch (196?)(213). Se préparas diluciones de 0.3 
mg/ml del F(ab')2 en un tampôn fosfato sôdico Q.02M que contiene 
oloruro de guanidinio 6M, a pH 6.5. 8e lee la densidad ôptica de 
la disoluciôn a 280 y 288nm utilizando como referencia al tampôn 
de disoluciôn. Los moles de Trp se obtienen de la ecuaciôn:

"Trp - ®288/5105 - D2go/10318,
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I 3.4.7.6. Contenido en Cisteinas.-

Se details en el apartado 3*4.10.

3.4,8. Determinaciôn del coeficiente de extinciôn.-

El coeficiente de extinciôn del F(ab')g se determinôta - 
278 y 290 nm por triplicado en base a medidas de peso seco de prjo 
teina.

Se realizô por dos procedimientos distintos.

En el primero se procediô de la siguiente manera: Una so 
luciôb de F(ab')g en HgO destilada a una concentraciôn de Img/ml 
determinada por el método del Folin-Ciocalteau, se pasa a travls 
de un filtro Millipore de 0.45micras.

Se realizaron diverses diluciones de esta soluciôn, con 
objeto de que la absorciôn de la soluciôn estuviese comprendida 
entre 0.1 y 0.3.

La absorciôn de estas diselueiones ëe détermina a 278,260 
y 290 nm en un espectofotometro Unicam Sp-1800 utilizando cubetas 
de cuarzo de 1 cm de paso ôptico.

Alicuotas de 3 ml de la primera soluciôn se pipeteacon en 
viales previamente tarados, introduciendoles seguidamente en una 
estufa de secado a 90°C durante I3 horas. Al cabo de este tiempo 
se eleva la temperatura de la estufa a 108°C hasta alcanzar pesa 
da constante.

La pesada neta de la muestra seca permits el célculo del 
coeficiente de extinciôn de la proteina segun la expresiôn:

' A B 1 X c X donde :it cm
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'A ■ Absorciôn de la muestra a las diferentes longitudes de onda.
1 B paso ôptico de la c.ubeta en cm. I
c B concentraciôn de la muestra en mg/ml, y
^î*cm ” coeficiente de extinciôn de una aoluciôn 0,1$ (p/v) a las 

diferentes longitudes de obda*

El segundô de los procedimientos se llevô a cabo en base 
a la composiciôn de aminoâcidos (Vfetlaufer, 1962)(214). Se calcu 
16 el coeficiente de extinciôn molar a 280nm de acuerdo con la - 
expresiôn:

e B neiyr x eTyr nairp x e,^ nacistina x «cistinas
donde: e- b 1340 

«Tn, - 5550
®Cistina - 150

3,4,9. Punto Isoelectrico«-

La determinaciôn se llevô a cabo por electroenfoque en - 
gradiente de sacarosa 46.6$-0.0$ (p/v) en una columna LK&-S100-1 
Se utilizô primeramente una Ampholina de range de pH 3*5-10, po£ 
teriormente se utilizô otra Ampholina de range de pH; 5-7* El pro 
cedimiento es el recomendado por la casa comercial 7 es el si—  
guiente: •

a) LLenado de la columns y aplicaciôn de la muestra:

En principio se introduce la soluciôn densa del electrode 
25 ml, compuesta por 0.2 ml de H^SO^ concentrado, 12g de sacarosa 
y hasta 25 ml de HgO. Después se introduce un gradiente lineal - 
de sacarosa 46.6$-0.0$ formado por: soluciôn densa: 28g de aacaro 
sa, 4,5 ml de Ampholina (intervale de pH 3*5-10) al 40$ y 37*5 - 
ml de agua destilada. Concentraciôn final de sacarosa 46.6$.Solu
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' ciôn ligera; 1,5ml de Ampholina y 58.5 ml de agua destilada. La 
concentraciôn de Ampholina en el gradiente ya formado es del 2$.

El gradiente se introduce en la columna por medio de una 
bomba peristaltica a flujo constante. Cuando se formaron las 3/4 
partes de gradiente en la columna se le aplicô la proteina, apM 
ximadamente 10 mg en SSF. For ûltimo se introduce la soluciôn li 
géra de electrodo que contiene etanolamina (0.2 ml, 16.5 M) en - 
10 ml de agua destilada.

b) Focalizaoiôn isoelectrica y vaciado de la columna:

El proceso se realiza a un voltaje de 300 V durante las 
primeras 15 horas y posteriormente se eleva el voltaje a 700 V 
hasta compléter un total de 72 horas, y a una temperatura de 4°C* 
Finalizado el electroenfoque se extrae en primer lugar la solu­
ciôn densa de electrodo, posteriormente se eluye la columna suc- 
cionando con bomba peristaltica. El contenido de la columna se re 
coge en un colector de fracciones a 2 ml por fracciôn. Se lean a 
280 nm las fracciones en un espectrofotometro, se mide el pH de 
cada una de ellas a 4°C y,por ûltimo, se realizan inmunodifusio- 
nes de cada una de las fracciones colectadas frente a un antlsue 
ro anti-IgG de conejo.

3.4.10. Determinaciôn cuantitativa de grupos suifhidrilo.-

La determinaciôn cuantitativa de grupos sulfhidrilo en el 
F(ab')g reducido exhaustivamente se llevô a cabo segûn el método 
de Haber y Anfinsen (215).

Basicamente el método consiste en tratar la proteina redu 
cida exhaustivamente con 1-^^C-yodoacetamida de baja actividad e^ 
pecifica en condiciones en que la modificaciôn de otros grupos - 
funcionales de la molécula es minima. El nûmero de grupos sulfhi- 
drilo de la proteina se deduce comparando la radioactividad espe-
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cifica de la l-^^C-yodoacotemida con la radioactividad eapecifica 
de la proteina carbozimetilada.

El procediffliento seguido fué el siguiente:

).4.10.1. Contaje de 1 microcurio de Iv^^C-yodoacetamida.-

1 microCl de 1-^^C-yodoacetamida fué sometido a las condi 
clones m&s similares posibles a las expérimentales de marcaje de 
la probelna con objeto de determinar el numéro de cuentas por mi 
nuto (c.p.m)o designacién por minute (d.p.m) se obtienen en condi 
clones expérimentales concretes, teniendo en cuenta los diverses 
factores que influyen en la extincién. Por elle 250 microCi de 
1-^^C-yodoacetamida de actividad especifica 57™0l/mmol se disol- 
vieron en 1 ml de una disoluciôn de ICHgCONHg "fria" 160mM que 
contenia Tris lOmM, NaOl O.I5M, EDTA i2mM y cloruro de guanidinio 
6M a pH 7.8. De esta soluciôn se tomaron 10 llevândolos hasta 
1 ml en el mismo y a continuacién se pipetearon 10 alicuotas de 
lOpfcada una (0.025 de actividad total) a sendos viales de 
contaje y se les llevô a 1 ml en el mismo tampén en presencia de 
1 mg de F(ab')g.

El contaje se llevô a cabo en un contador de centelleo - 
liquide (Unilux II, Nuolebr Chioego Co). Al ml de soluciôn radia£ 
tiva de cada vial se les adicionô 6 ml de NOS (solubilizador de 
tejidos, disoluciôn 0.6N en tolueno, Amershan/Searle), se agitô 
hasta miscibilidad total y se anr-dieron 13ml de liquide de cent^ 
lleo, compuesto de una disoluciôn de 2.5-difeniloxazol (PFO) de 
4g/l y de 2.2-p-fenile^bis-5-/feniloxazol iJPOPOP) de 0.05g/l.

Se tomô como cpm de 1 microCi la media de los diez conta
jes.

3.4.10.2. Marcaje de la proteina y medida de la radiectividad
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Icorporada.-

Dos muestras con 2 mg del F(ab')g dé la IgG de conejo se 
disolvieron cada una en 0.5 ml de disoluciôn, Tris 10 mM conte*— 
niendo HaCl 0.15M, JSDTA 2mM y cloruro de guanidinio 6M, pH 7.8.
A estas soluciones se les adicionô 0.5 ml de ditioeritritol en - 
el mismo tampôn a conoentraciôn final de lOipM, y 20 mM, y se in- 
cubaron durante 2 boras a temperatura ambiante y atmosfera de 
trogeno.

Todas las soluciones fueron burbujeadas previamente con 
nitrogeno.

Paralelamente dos muestras con 2 mg del P(ab')2 de la IgQ 
de conejo se disolvieron en 1 ml del mismo tampôn pero sin diti- 
ceritritol y se incubaron en las mismas condiciones. Estas cons- 
tituyen los contrôles de incorporeciôn de radiactividad inespeci 
fica.

A continuacién a cada una de las muestras reducidas y - 
contrôles de les adicionô 1 ml de I^^CHgCONHg a 40 y 80mM de con 
centraciôn final respectivamente en el mismo tampôn de la reduc— 
ciôn y con una actividad especifica de 100 microCÎ/mmol, y se ÎA 
cubô a temperatura ambiante en obscuridad y atmosfera de nitroge 
no durante 20 minutes. Esto se realizô por triplicado.

Tras la incubaciôn todas las muestras de proteina se in- 
cluyeron en sendos sacos de dialisis y se dializaron contra un - 
tampôn fosfato O.OIM con NaCl 0.15M, pH 7»2 hasta ausencia de ra 
diactividad en el liquide de dialisis y posteriormente frente a 
otro que contenia urea )M y ôcido acético O.IM pH 4.5 para redi- 
solver los precipitados que aparecian en las boisas de las mues­
tras previamente reducidas.
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' Tras la dialisis, cada una de las disoluciones proteicas
asi como los respectives sacos de dialisis troceados se! incluye- 
ron en sendos viales, tras esto se extraian los 2 ml de cada una 
de las muestras y se detorminaba exactamente la conoentraciôn de 
cada una de elles y 1 ml de las mismas se introdujeron en sendos 
viales, a continuaciôn se adadieron a cada uno de ellos 6 ml de 
HCS, se agitoron hasta solubiliâaciôn total y a continuaciôn se 
anadiô a cada vial 13ml de liquide de centelleo* Los viales, to- 
talmente desprovistos de turbidez se introdujeron en el contador 
y se dejaron equilibrar a la temperatura de contaje durante 20 - 
minutes. El contaje de cada vial se hizo por duplicado durantd 2 
minutes. Como bianco se incluyô 1 ml de liquide de dialisis del 
ûltimo cambio en idénticas condiciones.

3.4.10.3. Câlculos.-

La determinaciôn cuantitativa del nômero de grupos sulfh^ 
drilo por molécule de proteina se basa en el hecho de que la ra—  
diact ividad incorporada en la proteina tratada con el XC^^^OHH^ 
es directamente proporcional al nûmero de grupos sulfhidrilo reaç 
tivos y por tanto una comparaciôn de la actividad especifica de 
la proteina marcada con la actividad especifica de la IC^^HgCüNHg 
proporciona la relaciôn molar de grupos sulfhidrilo a proteina,- 
que équivale al nômero de grupos -SH por molécule. Por tanto:

Act. Especifi Prote. marcada______  - Molaridad de grpp. -SH
Act. Especifi. de IC HgCONHg Molaridad de proteina

La actividad especifica se expresô en microCi/mmol. El nû 
mero de microCi se hallô en cda caso tomando como d.p.m. de 1 —  
microCi el valor experimental medido a tal efecto y como d.p.m. 
de la muestra, el valor medio obtenido de las dos determinaciones 
efectuadas en cada caso.
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* Como peso molecular del F(ab')g de conejo ae tom6 el va­
lor de 97000 Dalton. ^

5.5. OBTKNCION DE ANTISUERO DE COBAYO FRENTE A IgG DE CONEJO.-

Una disoluciôn de IgG en soluciôn salina NaCl 0.15M tampo 
nada con fosfato O.OIM, pH 7.2 a una conoentraciôn de 1 mg/ml se 
calienta a 69.5°C durante 1 bora con objeto de indueir la forma- 
ciôn de agregadoa con lo cual aumenta su inmunogenicidad. A con­
tinuaciôn esta soluciôn se puede almacenar a -20°C hasta su uso.

Se inyectffl por via intramuscular a los cobayes 20 de 
proteina en 0.5 ml. Estes 0,5 ml estan compuestos de 0.23 ml de 
la soluciôn salina, 0.25 ml de adyuvante complete de Freund y el 
resto de la rpoteina en la soluciôn salina. El adyuvante de Freund 
esté formado por un aceite minerai, y un agente estabiliaador que 
contiens ademas una suspensiôn de microbaxterias muertàs que au- 
mentan el poder inmunogenêtico de las proteinas inyectadas.(AGF) 
Antes de inyectar estas disoluciones son emulsionedas prolongada 
mente con jeringas a este fin.

La pauta seguida fue inyectar esta dosis durante 6 sema- 
nas una vez por semana.

Ocho dias despuês de la ultima inyecciôn se sangran los 
cobayos y se extrae el suero.

El suero obtenido (antisuero) se diluye 1:3 en soluciôn 
salina y se précipita con (NH^)gSO^ a conoentraciôn final de 2M.
Se deja a 4°C durante una hora. Se centrifuge 15 minutôb a 6000 
rpm, se élimina el sobrenadante se disuelve en la mener cantidad 
posible de la soluciôn salina y se dializa frente'a soluciôn sa­
lina hasta eiiminar el sulfate. Se concentra hasta un volumen a 
decuado y se centrifuga a 6000 rpm durante I5 minutes. Se prueba
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f su potencia frente a IgG y sus fragmentes F(ab')g y pPc'mediante 
inmunodifuaiôn doblë bidimensxonal e inmunoelectrofores^s.(I.£.P)

3.6. OBTBNCION DE P(ab')g AETI ALBUMIMA HUMANA.-

Para obtener F(ab')g de la IgG de conejo con especifici- 
dad de anticuerpo frente a la albumine humana se procediô como - 
sigue:

A conejos de la raza New Zealand del animalario de 
la F.J.D. se les inyectô por la via intramuscular 100 /.g albumi­
ne humana en 0.5ml conteniendo adyuvante complete de Freund en - 
la fflisma proporciôn que se détails en el apartado 3* «̂

La pauta seguida fué inyectar esta dosis durante 6 semanas 
una vez por semana.

Posteriormente, 10 dias despuéa de le ultima inyecciôn - 
se obtienen muestras de sangre de los conejos como en 3*1 7 los 
conejos cuyo suero daba banda de precipitaciôn por inmunodifuaiôn 
doble bidimensional frente a una diluciôn apropiada de albumine 
humana, se seguian inmunizando aplicando las dosis cîtada una vez 
por mes obteniendoles sangre 10 dias después de cada inyecciôn.

Una vez obtenido el suero se obtiens la fracciôn IgG del 
mismo como se détails en el apartado 3.2. y de esta el F(ab')g co 
mo en 3.3.

3.7, OBTENCION DE FRAGMENTOS DE IgG DE CONEJO ANTI-EHIÏROCITO DE 
CARNERO.-

La obtenciôn del F(ab')g de la IgG de conejo con especifi 
cidad de anticuerpo frente a hématies del camero se realizô de 
la siguiente manera:
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A conejos de la raza New Zealand procédantes del aninala 
rio de la F.J.D. se les inyectô por via intravcnosa 1 ml de eri- 
trocitos de camero al 3'% en la misma soluciôn salina que se de* 
talla en el apartado 3.5 que previamente habian side lavados al 
menos 3 veces en la misma soluciôn.

La pauta seguida fué inyectar esta dosis cada 48 boras - 
durante las dos primeras semanas, dejar 2 âemanas sin inmunizar 
inyectar la dosis durante 4 semanas una vez por semana y a los 10 
dias de esta ûltima inyecciôn obtener sangre de los conejos asi 
tratados y ver su titulo de aglutinaciôn frente a hématies de . - 
camero.

El titulo de aglutinaciôn se obtuvo incubando 1 ml de he 
maties de camero al 2^ en soluciôn salina con diverses dilueio— 
nés de suero obtenido de cada conejo. Aquellos conejos cuyo suero 
daba un titulo de aglutinaciôn superior a 1/5000, se les siguié 
inmunizando una vez por mes y obteniendo el suero.

El F(ab')2se obtiene de una manera analoga a como se deta 
lia en los apartados 3«1 y 3.2 .

El Fab^aE y Fab^aB-reducido se obtuvieron como en 3.8 •

El Fab-aE se obtuvo aplicando el método descrito por Por­
ter en 1959 (89) con algunas modificaciones . En funciôn del mate 
rial de partids, IgG-aE o F(ab')2-aE, se llevô a cabo su obtenciôn 
procediendo segun las siguientes dos rutas:

a) Por digest iôn papainica de IgG-aE en un tampon de fo8-« 
fatos 0.1 M pH 7 conteniendo ademés EDTA 2 mM durante 4 boras * pa 
sandose posteriormente ol digerido por un inmuno-absorbente que te 
nia acoplado a la matriz de Sepbarosa una IgG con actividad anti— 
cuerpo anti porciôn pFc'de la IgG de conejo. De esta forma el frag 
•mento Fc résultante de la digestiôn se quedaba retenido a la sepha
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' rosa y el Fab eluia con el tampôn de eluciôn. Posteriormente las 
fracciones eluidas se ensayaban con anticuerpos anti pFp'de cone 
jo y anti IgG de conejo por inmunodifuaiôn doble bidimensional.

b) Por digest iôn papainica del F(ab')2-aJE en las mismas 
condiciones que a) posteriormente el digerido se pasa a través » 
de una columna de Sephadex GI50 o Ultrogel AcA44. Colectôndose y 
concentrando el pico que eluye con un volumen de eluciôn equiva­
lents al de proteinas de alrededor de 5OOO Dalton.

5.8. MODIFICACION QÜIMICA (CAHBOlilMETIIiAGIOM) DEL FfiAGMENTO F(ab)2

En este apartado se pretendiô estudiar el efecto de la re 
ducciôn y alquilaciôn selective de los puentes disulfuro evitando 
la roture de los intracatenarios y la modificaciôn quimica de los 
grupos de cadena lateral.

La reducciôn y alquilaciôn selective de los puentes disul 
furo intercatenarioB se llevô a cabo con algunas modificaciones 
al método descrito por Gall y otros (216) que son las mismas que 
las descritas por Lopez de Castro y col.(128). Estas condiciones 
son anélogas a las expuestas en el apartado 3.4.10, salvo que ah£ 
ra no se emplearon agentes desnaturalizantes y que las concentra 
clones de redactor DTE utilizadas estuvieron comprendidas en el 
rango que va desde O.OlmM a lOmM. La concentréeiôn del alquilante 
yodo-acetamida, fue de un exceso 4 veces molar para cada concen- 
traciôn de reductor.

Se emplearon très procedimientos diferentes para cuanti- 
ficer y asignar los grupos modificados a cada una de las concen- 
traciones de reductor.

3.8.1. Técnicas Isotôpicas.-

Por carboximetilaciôn radiactiva con IC^^-CONHg de los
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grupos 8-8 previamente reducidos se obtiene como se indice en el 
apartado 3.4.10,5, el numéro total de grupos que a cada concen­
trée iôn de reductor se modifican.

3.8.2. Piltraciôn en gel.-

A cada concentraciôn de reductor, las muestras una vez - 
alquiladas (sin radiactividad) se filtraJton por un gel de Ultro­
gel AcA44 en columnas de Pharmacia 2.6 x 75c® eluidas con SSP - 
previamente calibrada.

3.8.3. Electrofcréais en gel de poliecrilamida -SDS.-

Asimismo a cada concentraciôn de reductor 100 g de la — 
proteina modificada se corrian en electroforesis en gel de polia 
crilamida en presencia de SDS con geles al 7.5^ y 10̂ .

3.9. ESTUDIOS DE ESTRUCTURA.-

A1 objeto de estudiar los posibles cambios en la estructu 
ra espacial de la molécula de anticuerpo que subyacen a las varia 
ciones en la actividad anticomplementaria inducidas por la modifi 
caciôn quimica especifica se realizaron los espectros de dicroismo 
circular, tanto del fragmente F(ab')2 a AH y F(ab')2S EC. Asimismo 
de los fragmentes modificados por carboximetilaciôn selective y 
que posteriormente se utilizaron en pruebas de actividad biolôgi 
ca se obtuvieron los espectros correspondientes.

Los espectros se obtuvieron entre 200 y 320 nm en un di— 
crôgrafo Jobin Yvon. Mack III, provisto con lômpara de Xenon de 
2 5 0 w, a una velocidad de badrido de 0.5 nm/seg. Las soluciones 
de proteina estudiadas fueron previamente centrifugadas a 3 8 0 0 g 
y filtredas por millipore de 0.45 micras, y estaban disueltas en 
un medio que contenia fosfatos 0.004M, NaCl 0.853̂ , EGTA lOmM y —
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«MgClg 4,5mM a pH 7.21, la temperatura a la que se obtuvieron los 
espectros fue de 20°C, y las concentraciones de proteina utili­
zadas fueron de 0,1-0.3 mg/ml para el UV lejano y 0.8-1.0 mg/ml 
para el prôximo. Los resultados, valorss medios de très determi­
naciones, se expression en- términos de (O) elipticidad media por 
residue en unidades de grado x cm^/decimol. El peso medio por re 
siduo se tomô 110 Dalton.

3.10. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIGOMPLEMENTARIA DEL FCab')^ NATI 
VO T MODIPICADO POR LA VIA AIÆEHHATIVA.-

So realizô por dos técnicas diferentes.

3.10.1. Ensayo hemolitico en plaça.-

Se procediô segun el método descrito por Martin y Lacbman 
(217) con algunas modificaciones. Este ensayo précisa de la fabri 
caciôn prévia de unas places de agarose al 2.19̂  en presencia de 
eritrocitoa de cobayos o de camero en EGTA y MgClg, a las que se 
adiciona, en orificios practicados a este fin 10 /xl.de diverses 
dilueiones de suero humano, de cobayos o de conejo en un tampôn 
que contiene fosfato 0.004M, NaCl 0.85$, EGTA 10 mM y MgClg 4.5 
mM a pH 7.21 (PBSa) previamente incubados 1 hora a 37^0 y 18 ho- 
ras a 4®C. Asimismo se les adiciona sueros que ban sido previamen 
te incubados con complejos de albumine humana-Ac (donde Ac puede 
ser IgGantiAH, P(ab')gantiAH, FabântiAH o FabéntiAH red), en cou 
dieiones bloqueantes para la activaciôn de la via clésica. Las - 
plaças rellenas se mantienen 18 horas a 4°C y posteriormente se 
pasan a 37°C durante 24 horas. A continuaciôn se leen las areas 
hemoliticas obteniéndose una relaciôn lineal entre el logaritmo 
de la concentraciôn del suero y su èrea hemolitica.

24-En este sistema la agarosa y el Mg actuan como activa- 
dores de la via alternativa del Complemento.
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ERITROCITOS 
COBAYOS „ 
(EGTA.Mg'" )

^GAROSA/EGTA
2.lfo{p/v)

TAMPON 
'{doble molaridad) 

(EGTA.Mg'^'^)

56“C

Alb.H-AcSUERO,. 
(EGTA,Mg )

PLAÇAS 
(6x7.5x0.3cm)

Op.1.

Medida de areas hemoliticas 
(Actividad residual)
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Obtenemos de esta forma una medida: de la hemolisis resi 
dual. l>a disminuciôn del &rea de hemolisis en los casos de los - 
sueros incubados con complejos inmunes nos dé una medida de la 
capacidad de estos complejos para consumir complejos por la via 
alternativa.

La gréfica nûmero B supone un esquema del procedimiento
seguido.

3.10.2. Ensayo hemolitico en fase soluble,-

Basicamente este ensayo consiste en la formaciôn de com­
plejos eritrocitoa de camero (BC)-Ac (donde Ac puede ser IgGanti 
EC, F(ab')2antlEC, PabéntlEC, FabéntiECred o FabéntiEO en presen 
cia de BGTâ incubandolos 1/2 a 37°C, a los que se adicionaba sue 
ro de cobayo conejo o humano como fuente de Complemento incubéndo 
se 1 hora a 37°C en condiciones restrdctivas para la via clésica. 
Posteriormente se dentrifuga a I3OO rpm y se leen los sobrenadem 
tes a 414 nm en un espectrofotometro.

El 100^ de lisis se obtenia adicionando HgO en vez de —  
suero a los complejos EC-Ac 0 a £C sin activer con anticuerpo hsÆ 
ta el volumen final utilizado en cada experimento. Los contrôles 
0$ de lisis sa obtuvieron cuando se incubaban los EC con suero, 
fuente de Complemento sin ser activados por anticuerpo especifico 
o bien por adicién del suero al conjunto de EC IgG F(ab'sin 
actividad de anticuerpos conocida o con actividad de anticuerpo 
especifico pero no anti eritrocito de camero. La gréfica nfi 9 - 
represents un esquema del procedimiento seguido.

En este ensayo se utilizaron diversas cantidades de anti 
cuerpo frente a una cantidad fija de eritrocitoa y para cada una 
de estas diferentes dilueiones de suero (fuente de Complemento)
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Fig, n9 9. ENSAYO HEMOLITICO EN FASE SOLUBLE (VIA A LTERNAT IVA ) ,

ERITROCITOS de 
CARNERO (EC) 
(EGTA.Mgl,

Ac-aEC,!. 
(EGTA,Mg )

INCUBACI ON ih,,37°C

SUERO 
(P. de.C.) 

(EGTA.Mg'̂ *)
lh.,37 G

CENTRIFUGACION

Lectura a 414nm.

4^
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'5.10.2.1, Estudios cinéticoa.-

A una cantidad conatnhe da Complemento se adicionô comple 
jos EC-P(ab')2“aE, EC-FabâE, EC-Fab&Ered, Ec-PabaE previamente 
formados como se describe en 5.10.1. estableciéndose las cinêtie 
cas comparâtivas de hemolisis en un espectrofotometro Cary-219 a 
57°0 y a 414nm.

5.10.2.2. Variaciôn de la actividad anticuerpo especifico.

Se procediô âl marcaje del F(ab')2-aE con por el mé 
todo de la cloramina-T expuesto por Hunter y Greenwool (218) y 
Oilman y Taylor (219).

A 100 g de proteina P(ab')2 contenida en 100 jucl de solu 
ciôn salina se anaden 50 |wl de ^^^l(lmCi) en un tampôn fosfato - 
0.5M, pH 7.5 e inmediatamente 100 juü. de cloramina T (sal sodica 
de N-monocloro-p-t0luenosuifonamida) a una concentraciôn de Img/ 
/ml en BgO. Transcurrido 1 minute se adicionan 100 f*l de metabi*- 
Bulffto sodico (a Img/ml en H2O). Oespués de 5 minutes se anaden 
0.5 ml de soluciôn salina y se dializa frente a un volumen de 1 
litro de soluciôn salina fria. A continuaciôn se anade bien 1ml de 
F6ab')2*-a£ (Img/ml) o bien ml de Albômina bovina (img/ml) y se 
continua en dialisis a 4°C hasta obtener fonde en los liquidos - 
de dialisis.

De este F(ab')g-aE-^^^I se obtuvo el Fab&B-^^^I por redu£ 
ciôn con DTE 2mM y posterior alquilaciôn con ICHgOONHg 8mM.

Estos fragmentes fueron incubados con eritrocitod de car 
nero al 0,7535 de concentraciôn final durante 1 hora a 57°0.

Estos eritrocitoa previamente fueron lavados en la misma 
soluciôn que se détails en 5.10.1. que contiene ademés suero de
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conejo al 1/500.

Posteriormente los incubados fueron centrifugados a I5OO 
rpm y 4°C obtâniéndose alicuotas de 1 ml de los sobrenadantes la 
vados 2 veces en las mismas condicones. Al sedimento final se le 
adicionô 2 ml de recogiendose 1 ml del lisado y midiendo la 
radiactividad de todas las alicuotas obtenidas.

Asimismo un P(ab')g-aAH-^^^I marcado paralelamente al — . 
F(ab')g-aE-^^^I se utilizô como control de la incorporée iôn de — 
radiactividad inespecifica a la superficie de los hematies.



4. HESUI/TADOS.-



- 104 -

4.1, UÜ'i’üBClOW DEL SUEÙO DE CONEJO NORMAL.-

La fig. 10 muestra el perfil densitométrico de* una eleft*- 
troforesis en acocuto de celulosa del suerO de conejo normal ob­
tenido, A continuaciôn se procediô al aislamiento de la fracciôn 
niâg catôdica (la )f )•

% V v,p 
•/,«
%  Albumini
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I 4.2. OBTENCION DE ÏA IgG.-

La fig. 11 muestra el perfil del eluido de la cromatogr^ 
fia en DEAE-celulosa DE-11 del suero de conejo normal.

La zona comprendida entre las flechas es la que se coleç 
ÿa, concentra y se realizan las pruebas de pureza.

4.2.1. Control de pureza.-

El eluido asi obtenido es IgG pura en base a los siguien 
tes criterios de pureza:

4.2.1.1. Inmunoelectroforesis.-

La fota n9 i es una inmunoeleotroforesis del eluido pool 
llo inferior, frente e antisuero total de conejo obtenido en as- 
nos (Bheringwerke-AG) comparada con el desarrollo de un suero de 
conejo bormal, pocillo superior, evidencia una ûnica banda en 
la zona gamma ddl espectro inmunoelectroforético caracteristica 
de la IgG.

Foto nS 1.
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1.5

0.1

J?JLg« nO 11,-' Eluida cromatocrafla d« un auero da conajo a travéa 
da una reaina da DEAE-ealuloaa DE-11.
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4.2.I.2. Inmunodifuaiôn.-
i

I>9 foto ns 2 03 una inmunoitifusiôn doble bidimensional de 
seis preparaciones diferentes de IgG frente a un antisuero, anti 
proteinas totales de conejo obtenido en asnos.

Se observa una unica banda de precipitaciôn que dâ iden- 
tidad. con las adjacentes, lo que sugiere la presencia de una so­
la especie protôica.

) ( )

foto n9 2.

4.2.1,). Piltraciôn en gel.-

La fig. n& 12 represents el eluido de la IgG obtenida, - 
por filtraciôn en gel de Sephadex G-200 en una columna de Pharma 
cia E26/45 con flujo invertido. La inexistencia de otros picos, 
la simetria del obtenido y el del mâximo del pico obtenido nos 
indiean que se trata de una ônica especie molecular de FM alrede 
dor de 1)0.000 Dalton,

4.2.1.4. Electroforesis en gel de poliecrilamida.-

La foto n9 J es una electroforesis en gel de poliacrilami 
da de IgG con geles a 7.53̂  segûn se détails en materiales y méto 
dos.



A 280

0.01 _
100 m l

Fig. na 1 2 . Eluido d» J.a IgG obtOnidd *  trâvês de una columna 
do Sephadex G-200.
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I

Foto na ).
4.3. OBTENCION DEL PRAGMENTO P(ab')2.-

La foto n& 4 es una inmunoeleotroforesis del digerido —  
pepsinico de IgG (pocillo superior) frente a un antisuero anti—  
gamma-globulina de conejo. con^arado con la IgG de conejo. Las - 
dos bandas del digerido con movilidad m&s anôdica corresponden al 
F(ab')g j pPc^ el dominio C^2 es digerido en pequenos "fragmentes

Foto nS 4.
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0.5 _
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Fig* n& 13«- Perfil de oluelon del digerido pepsinioo de XgO de 
donejo e trevis d« Ultrogel AoA44,
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La fig. 15 repreoenta el perfil de elucciôn (del digeri—  
do pepsinico de IgG) a través de Ultrogel AcA44 en una columna de 
Pharmacia K25/100,

Colectamos, eentrifUgamos 7 analizamos la pureza de las - 
fracciones comprendidas entre las del primer pico.

4.).1. Control de pureza.-

La porciôn colectada contiene P(ab')2 puro en base a los - 
siguientes criterios de pureza.

4.3.1.1. Inmunoelectroforesls.-

La foto nfi 5 es una I.E.P/ de P(ab')g pocillos medio e 
ferior* frente a un antisuero anti-gamma-globulina do conejo obte 
nida en cobayos, comparada con IgG, pocillo superior. Las bandas 
correspondientes al P(ab')g, una en cada casm, son mâs anôdicas, 
con una movilidad en la zona ̂ 2"'Xl ^ evidencian la existencia de 
una ùnica especie molecular.

F o t , . =  5 .

bibl iot e CA-
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4.).1.2. Inmunodifuaiôn,-

La foto nfi 6 es una inmunodifuaiôn de F(ab')2» pocillo - 
superior derecho, e IgG pocillo superior izquierdo, frente a un 
antisuero anti-gamma-globulina de conejo obtenido en cabras.(Los 
pocillos inferiors8 no contienen 'ÿpeôuraoiones). Se observa una 
ûnica banda de precipitaciôn en cada caso ademôs de una identidad 
parcial, la banda de precipitaciôn de la IgG se prolonge mâs allâ 
de la intersecciôn de la del P(ab')2.

Foto nfi 6.

La foto nfi 7 es una inmunodifuaiôn de F(ab')2, pocillo in 
ferior izquierdo, IgG, pocillo superior izquierdo, y pFc'pocillos 
superior e inferior derechos, frente a anti-gamma-globulina obt£ 
nida en cobayos. Las bandas del P(âb')2 dan identidad cruzada con 
la IgG y no identidad (cruce) con la banda del pFc^ mientras que 
esta ultime dâ por el otro lado identidad parcial con la IgG.



-115 -

Foto nfi 7

4.5.1.3. Filtraciôn en gel.-

l»a fig. 14 représenta el eluido del F(ab')2 por filtra­
ciôn en gel de Sephadex 6-200 en una columna de Pharmacia K26/45 
con flujo invertido. La inexistencia de otros picos, la simetria 
del pico obtenido y su son indicativos de hallamos frente a 
una ûnica especie protôica de PM aproximado de 5OOOO Dalton.

4.3.1.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida• (EGPA).-

La foto nfi 8 es una EGPA de una P(ab')2 con geles al 7.5?̂  
segûn se details en materiales y môtodos.

La foto nfi 9 es , asimismo un E6PA de una IgG y de un - 
F(ab')2 con el mismo tipo de geles y procedimiénteo de desarro­
llo. Lo que evidencia que el F(ab')2 migra mâs hacia el câtodo - 
que la IgG.
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Fig. n2 14,- Elxiido del F(ab')2 obtenido a traves de Sephadex 
G-200.
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if

Poto n2 8

%

Oi
Poto n2 9

4.4. CARACTEttlZACIOH PISICO-QUIMICA DEL P(ab')g.-
4.4,1. Movilidad Electroforêtica en gel de agar.-

La foto ns 10 refleja el comportamiento de este fragmenta 
En el pocillo superior se depositô un suero de conejo normal, en 
el central IgG y en el inferior P(ab')g.

C-)

Foto nS 10

Como se puede observer el P(ab')g exhibe una movilidad mas anôdica  ̂
que la IgG
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'4,4,2. Estimaciôn de su peso molecular.-
4.4.2.1. Filtraciôn en gel.-

La fig 15 recoge 81 comportamiento en filtraciôn en gel, 
a través de una columna K26/45 de Sephadex G-200 expreaodo como - 
su volumen de elucciôn, del P(ab')2 comparado con el de otras —  
protelnas patrôn, en representaciôn frente al Log. del peso mole 
cular.

La fig. 16 recoge este misAo comportamiento, expresado 
mo V^/Vp, en representaciôn frente al Log. del peso molecular.

CO

Se observa una buena linealidad de acuerdo con el método 
utilizado y el peso molecular aproximado obtenido por este proce 
dimiento pars el F(ab')2 de la IgG de conejo fue de 98000 Dalton*

4.4.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 
SDS,(EGPA-SDS).-

Las fig. 17 y 18 recogen el comportamiento en EGPA-SDS, 
expresado como su movilidad relative, del F(ab')2 comparado con 
el de otras protelnas patrôn, en representaciôn frente al log. - 
del peso molecular, segûn se détails materialss y métodos.

La fig. 18 forma parte de un trabajo mâs amplio que no se 
inclue en el que aqui se presents.

El peso molecular aproximado obtenido para el FCab'lg de 
la IgG de conejo por este procedimiento fue de 96000 Dalton.

4.4.5. C&lculo del radio molecular.-

La tabla nS 10 recoge los valores de las constantes Ve,Kg 
V r  y r, de la columna que se utilizô, para cada una de las pro-



Fig. ttO 15,- Representaciôn de loa Ve de dlferentes protelnas obtenidaa por flltraclôa 
en gel de Sephadex en eolunnaa (4$̂  x 2,6cn) frente al log. de ans pesos - 
aoleculareSf
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Fig. no 16.- Bepresentacl6n gr&fica d« Ve/Vo de diferentes protelnaa en coluanas 
K26/45 a traces de Sephadex Q-200 frente al log. de sua peaoa aole- 
culares.
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Fig. nO 17.- Sepresentaci6n eo escala aemi-logarltmica da los oomplejoa protaina -SDS 

axprasado como sus movilidadas ralativas respecto al mareador (azul da - 
hroaofenol) an galas da poliacrilamida al 10* frente a sus pesos molaculares.
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teinas patrôn ùtilizadaa y para el P(ab')2 de la IgG de conejo.

La determinaciôn del valor de Kp para cada proteina elui 
da se obtuvo aplicando la expreaiôn citada en el apartado 5.4.3. 
donde 206 ml, 9^=57 ml, B= 25 ml/g, y d»l;65 g/ml.

Aslmismo la tabla nS 10 recoge los valores de los radios 
moleculares, a,de cada una de las protelnas patrôn asl como el - 
del P(ab')2.

El radio de poro efectivo de la columna para el P(ab')2 
segûn se apuntô en el apartado 5.4.5* es la media de los corres- 
pondientes al Pc humano, albumina bovina, IgG e IgA resultando » 
ser 152.8 %.

El radio molecular a obtenido para el P(ab')2 de la IgG 
de conejo fue de 45.97 2.

4.4.4. Gâlculo del coeficiente de difusiôn.-

La tabla nS 10 recoge asimismo el valor del coeficiente de 
difusiôn para el P(ab')2 obtenido segûn se detalla en el aparta­
do 3.4.4, resultando un valor de 4,87 i 10"^ cm^.seg” .̂

4.4.5. Espectroscopia de Absorciôn.-

La fig nfi 19 représenta el espectro de absorciôn del —  
P(ab')2 en el ultraviolets prôximo a la concentraciôn que se de­
talla en el aparcBdo 5.4;$», Observândose un mâximo caracterîsti 
co alrededor de los 280 nm y dos "hombros" sobre los 286 y 295nm

4.4.6. Dicroismo circular.-

Las fig nS 20 y 21 exhiben el perfil de los espectros de
é



PROTEINAS VeùnÜ f<D */r a(Â) r(Â) 0

CHocromo - C 159 0.7152 0.0769 18.8 244.47

Mioglobina U9 0.6451 0.0988 19 192.31

Quimotripsinogano 139 0.5750 0.1224 21 171.5

Ovoalbuminë 118 0.4277 0.1792 27.49 153.4

Pc humano 112 0.3857 0.19795 30.34 1533

Albumine bovina 101 0.3085 0.2366 36.35 1536

IgG humane 74 0.1192 0.379 57.96 152.9

IgA humane 71 0.09817 0.4047 61.27 151.39

F(ab’), conejo 89 0.2244 0.2878 43.97 15Z 8 4.87

Tabla. nQ 10. Coostantas hidrodtoà«icas da filtraci&n an gel de Sephadex 5200 an columna* K26/4) de 
las protelnas patrân utlllzadas y dal F(ab')g.
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Fig, nO 21.- Espectro de dicroismo circuler del F(eb')g. (B.V. prSximo) &
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'dicroismo circular del F(ab')2 an el ultraviolets lejano (210— - 
240nm) y proximo (250-320nm) respectivamente, en las condiciones 
que se detallan en el apartado 3*4.6. Es de destacar las bandas 
a 217 (-), 241(-), 265C+), 270(+), 2?5( + ), 285(+) y 29l(+ )nm

4,4,7* Analisis de aminoâcidos.-

La parte superior de la tabla n& 11 recoge los % molares 
de los aminoacidos invariantes eon respecto al tiempp de hidroli 
sis del P(ab')g, a las 24, 48, 72 y 96 boras asi como la media d6 
estos valores y la media de los % molares de todos los aminoàoidos «

La parte inferior de la misma tabla recoge los % molareâ 
del resto de los aminoacidos y esta complementada por la tabla n& 
12 que represents los moles de Trp por mol de F(ab')g y la tabla 
ne 14 que hace referenda a los moles de Oys por mol de PCab^g,

4,4,8. Determinaciôn del coeficiente de extinciôn.-

La tabla ne 13 reooge los valores obtenidos para el coe­
ficiente de extinciôn de una disoluciôn 0.1^ (p/v) de P(ab')g por 
los métodos indicados en el apartado 3*4,8*

Tabla ne 13

Longitud de onda pO.l*
cm

nm l®^método 2°método

278 1.32
280 1.35 1.34
290 0.90

La obtenciôn de este coefieiente por el 2° ipétodo esté - 
complementado por las tablas ne il, 12, y 14.

/
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Tabla n® 1 1 . -  A n a lis is  de ami no acidos del fragmente F (a b ')_  de l ’b IgG 
de conejo.

AMINOACIDO 24
TIEMPO DE HIDROLISIS 

48 72 96
(HORAS)

X* X

Asx 12 .2 12 .1 12.1 12.3 12 .2 7.1
G lx 12 .8 12 .9 13 .0 12.9 12 .9 7 .5
Pro 15 .4 15 .4 15 .5 15 .6 15.5 9 .1
G ly 13 .5 13.3 13 .6 13 .7 13.5 7 .9
A la 11 .0 11 .2 11 .0 11.1 11.1 6 .6
Met 1 .2 1 .0 1 .2 1.1 1 .1 0 .6
Leu 10 .9 10.9 10 .7 10 .7 10.8 6.3
T yr 7 .2 7 .2 7 .0 7 .1 7 .1 4 .1
Plie 3 .6 3 .8 3 .7 3 .7 3 .7 2 .1
Hi s 1 .6 1 .7 1 .6 1 .5 1 .6 0 .9
Lys 6 .9 6.9 7 .2 7 .0 7 .0 4 .1
Arg 3 .7 3 .6 3 .4 3 .3 3 .5 • 2 .0

T lir 1 8 .0 15.1 11 .0 8 .0 19 .9 * 12 .8
Ser 13 .5 9 .8 6 .0 3 .0 16 .2 9 .3
V al 20 .5 20.5 12.1
I l e 4 .9 4 .9 . 2 .9
Cys 5.3® 3 .1
Trp '>2.5^ 1.3

*  Obtenidos por ex trapo lac io n  a tiempo de h id r o l is is  = cero
G Obtenida como c a rb o x im e tilc is te in a  ra d io a c tiv a  (Apartado 3 .4 .1 0 )
# Obtenida segun e l  metodo de Edelhoch{213) y  Goodwin y Horton (212)

X ' Media de lo s  va lo res  de %  molar de los amino acidos in v a r ia n te s , y 
la  de los v a r ia b le s  re fe r id a  a la  de los in v a r ia n te s .

X %  molar de cada amino acido por molecula de F (a b ')  .
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Tabla nS 12.- Determinaciôn del nS de moles de Trp/mol de PCab'ig

A/ METODO DE GOODWIN Y MORTON,-

®294,4 ®280 ^Tyi/^Tm Trp*

0,430 0,463 2,76 13.04
0,330 0,355 2,72 15,23
0.230 0,250 2,64 13.64

B/ METODO DE EDELHCOCH.-

®288 ®280 ^
0,84 1.29 14

4fEn base a 36 Tyr. 
**En base a pM: 97000

4,4,'9, Punto Isoelectrico.-

Las fig nS 22 y 23 representan los perfiles de los elec—  
troenfoques realizados con el F(ab')g de la IgG de conejo con ran 
gos de pH comprendidos entre 3*5 7 10 y entre 5 y 7 respectivamon 
te,

Todas las fracciones fueron analizadas por inmunodifusiôn 
doble bidimensional. Para el electroenfoque que represents la - 
fig, 22, desde la fracciôn 13 a la 31 revelaron una ûnica banda



1.5

ID 10 pH

0.5 _

0.1 _.
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-  -

Fig. n2 22.- Electroenfoque del fragmente F(ab')g efl Un range 
da pH da 5,5 a 10,
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Pig, 23,•* Electroenfoque del F(ab' ) 2 en un rango de pll de 5 a ?•
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• quo ovidenciaba identidad total con P(ab')2 e identidad parcial 
con IgG. El resto de las fracciones no se revelaban con antisuero 
anti-gamma-globulina de conejo* Anâloga sltuaci6n evidenciô el - 
electroenfoque que represents la fig. 23 para las fracciones 19 
a 31.

4.4.10. Detezminaciôn cuantitativa de grupos Sulfhidrilo.-

La tabla n& 14 hace referenda a dos de las experiencias 
realizadas segun se detalla en materiales y métodos, apartado 3*
4.10. La ûltima columna de la tabla evidencia los grupos -8H que 
posee el FCab'lg de la IgG de conejo tras la reduccién exhausti­
ve prévis de los puentes disulfuro con ditioerltritol.

El valor obtenido es de 30 grupos que se corresponden con 
sendas clsteinas.(l3 puentes disulfuro)

4.5* OBTENCION DE ANTISUERO DE COBAYO PRENTE A IgG DE COHEJO.-

Los antisueros obtenidos segun se detalla en materiales 
y métodos fueron probadas su potencia frente a IgG, P(ab')g y pPc' 
comparandolos con los antisueros comerciales resultando ser m&s 
potentes que estos.

4.6. CARBOXIMETILAGION SELBCTIVA DEL P(ab')2—

La tabla n& 13 recoge las experiencias de modificaciôn - 
quimica selective llevadas a aabo sobre el P(ab')2 y represents 
el numéro de grupos -SB que se alquilan con I^OHgOONHg tras la 
reduccién selective dd los puentes disulfuro a diferentes concen 
traciones de redactor, DTE, en condiciones no desnaturalizantes. 
Los ensayos sin DTE suponen los contrôles de incorporaciôn radiac 
tiva inespecifica. Be obtiene un mâximo de 10 grupos -SE que se 
correspondes con 3 puentes disulfuro, susceptibles de modificacién



ta&lan-'a. Determinaciôn Cuantitativa de Grupos -S H  Modificados

T n 2 DTE(mM)

ICHjCONHz

im M i dpm

dpm netas

dpm;-control
S p (ab ')2
ftCi/m m ol

S 1CH2CONH2 GRUPOS -SH
. MODIFICADOS

itCi/mmol

0 102

1 — 40 932 830 34.9 100 0 .3

2 — 80 1602 1500 61.2 100 0 .6

3 10 40 72183 71251 2 96 8 .8 100 2 9 .7

4 20 80 74483 72983 2979.5 100 2 9 .8

3' 10 40 74151 73321 2993.3 100 2 9 .9

4' 20 80 73825 72325 2 98 2 .8 100 2 9 .8

3" 10 40 72952 72122 2944.3 100 2 9 . 4

4" 20 80 72582 70082 2920.0 100 2 9 . 2

I^ C i : 2 4 0 0 0 0 0  dpm en las condiciones de trabajo utilizadas-Media de 10 determinaclones.

V»
K
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en estes condicones.
1

La fig ns 24 ilustra graficamente los resultados express 
dos en la tabla nc 15, La fig. nS 25 supone una composicién de G» 
los experimentos de carboximetilaciôn senalados en apartado 3*9 
donde se recoge el numéro total de grupos -SH modificados segun 
la concentraciôn de redactor, las fracciones P(ab')2, obtenidas 
por filtraciôn en gel en columnas de Pharmacia K26/75 en un lecho 
de gel de Sephadex G-I50 eluidaa con SSF, a las diferentes concen 
traciones de redactor 7 el gel de poliacrilamida -SDS para cada 
concentraciôn de redactor.

/'4.7. ESTUDIOS DE DICROISMO CIRCULAR.-

Las fig. ns 26, 27 7 28 exhiben los espectros de CD del 
F(ab')2, Fab'y Fab^red (sin actividad anticuerpo), F(ab')2-aAH , 
Fab^aAH y FablaAHred y P(ab')2“aEC, Fab-aEC y Fab'-aECred respe^ 
tivamente como se detalla en materiales y métodos apartado 3.10 
observândose en todos los casos el patrôn caracteristico exhibido 
en las figuras n@ 20 y 21, solo los fragmentos reducidos muestran 
un ligero aplanamiento, pérdida de estructura fina, en la regiôn 
del ultraviolets prôximo.'

4.8. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTICOHPLEMENTARIA.-
4.8.1. Ensayos hemoliticos en plaça.-

La figura n@ 29 muestra la correlaciôn obtenida entre la 
concentraciôn de suero (Complemento) y el érèa de hemolisis.

Se ensayaron très fuentes de congilemento diferentes: bunm 
no, conejo y cobaya y dos de células blanco: eritrocitos de carne 
ro y de cobaya. Sôlo se represents la respuesta a eritrocitos de 
cobayi con sueros humanos y de conejo porque las otras combina—  
clones no producian halos de hemolisis perceptibles.Ver ademâs -



Tabla n® 15.- Carboximetilaoion radioactiva del fragmente F ( a b ' d e  la IgG de conejo.

DTE • I - ^ ' ‘cH2C0NH2* d.p.m . d .p .m .(n e tas ) Sppot ®alq.
GRUPOS -SH 
MODIFICADOS

0.010 0.040 6081 4854 242.2 3125 0.08
0.010 0.040 7467 5504 275 3125 0.09

0.0125 0.050 9826 8689 433.6 2500 0.17
0,0125 0.050 9503 8391 418.7 2500 0.16
0.0125 0.050 9358 8208 409.5 2500 0.16

0.025 0.100 13612 . 12229 610.2 1250 0.48
0.025 0.100 12046 10569 527.5 1250 0.42
0.025 ■ 0.100 12296 11257 561.8 1250 0.45

0.050 0.200 39820 37350 1864 1250 1.49
0,050 0.200 31041 29139 1454 1250 1.12
0.050 0.200 22817 19682 982 625 1.57

0.040 . 1226 1154 57 3125 0 .0 2
- 0.040 1962 1919 95 3125 0.03

- 0.050 1139 1075 52.7 2500 0 .0 2
- 0.050 1112 1052 52.5 2500 0.02
- 0.050 1150 995 49.6 2500 0.02

0.100 1383 1324 66.1 1250 0.05
- 0.100 1476 1389 69.3 1250 0.05
- 0.100 1039 •959 47.8 1250 0.04

0.200 2470 2410 120.2 1250 0.09
— 0.200 1902 1852 92 .4 1250 0.07 -
- 0.200 3135 3035 151.4 625 0.24

/o o n t.



Tabla n 15.- Cont nuacion;.-

DTE* I-^'^CHgCONHg* d.p.m . d .p .m .(n e tas ) ®prot ®alq.
GRUPOS
MODIFIC

0.10 0.40 41735 39451 1968.5 625 3.15
0.10 0 .40 44526 42201 2105.7 625 3.37
0 .10 0.40 40978 38626 1927.3 625 3.08

0.15 0 .60 21298 20076 1002.1 208.3 4.80
0.15 0 .60 20152 19146 955.3 208.3 4.58
0.15 0.60 20260’ 19030 949.5 208.3 ' 4 .55

0 .20 0 .8 0 34962 33400 1667.0 312.5 5.33
0.20 0.80 36025 34525 1722.7 312.5 5.51
0.20 0 .80 37210 35580 1775.3 312.5 5.68

0 .30 1.20 29437 27763 1385.3 208.3 6.65
0.30 1.20 30250 28590 1426.6 208.3 6.84
0.30 1.20 29424 27474 1370.8 208.3 6.58

0.4b 2284 2210 110.3 625 0.17
- 0.40 2325 2065 103.0 625 0.16
- 0 .40 2352 2300 114.7 625 0.18
- 0.60 1210 1165 58.1 208.3 0 .28
- 0.60 1006 966 48.2 208.3 0 .23
- 0 .60 1230 1160 57.9 208.3 0.28
— 0.80 1562 1489 ’ 74.3 312.5 0.23
- 0.80 1500 1450 72.3 312.5 0.23
- 0 .80 1630 1580 78.8 312.5 0.25

1.20 1674 1614 80.5 208.3 0.38
1.20 1660 1595 79.6 208.3 0.38

- 1.20 1952 1885 94.0 208.3 . 0 .45

y o o n t.

VI



Tabla n® 15.- (Continuaoion).-

DTE* I-^'^CHgCONHg* d.p.m . d .p .m .(n e tas ) Sprot. ^ a lq .
GRUPOS -SH 
MODIFICADOS

0 .5 0 2.00 43785 41428 2067.1 250 8.27
0 .50 2.00 42132 39829 1937.4 250 7.95
0 .50 2.00 44632 42282 2109.7 250 8.44

1.00 4.00 25480 24558 1225 125 9.8
1.00 4.00 24009 23056 1150.4 125 9 .2
1.00 4 .00 24853 23920 1193.5 125 9 .5

1.50 6.00 18345 16676 832 83.33 9 .9
1.50 6.00 18003' 16503 823 83.33 9 .9
1.50 6.00 18002 16600 "828.3 83.33 9 .9

2.00 8.00 26977 25202 1257 125 10
2.00 8.00 26906 25004 1247.6 125 9 .9
2.00 8.00 26945 25050 1249.9 125 10

2.00 2357 2285 114.0 250 0.45
- 2.00 23 03 2253 112.4 250 0.45
- 2.00 2350 2295 114.5 250 0.46
— 4.00 922 875 43.6 125 0 .3 5
- 4.00 953 900 44 .9 125 0.36
- 4.00 933 880 43.9 125 0.35
- 6.00 1669 1609 80 .2 83.33 0.96
- 6.00 1500 1430 71.3 83.33 0 .85
- 6.00 1402 1345 67.1 83.33 0 .80
- 8.00 1775 1720 85 .5 125 0.68 _

8.00 1902 1850 92.3 125 0.74
- 8 .00 1895 1330 91.3 125 0.73

/c o n t.



Tabla n® 15.- (Continuacion).-

DTE* I-l^CHgCONHg* d.p.m . d .p .m .(n e tas ) ^ p ro t. ®alq.
GRÜPOS -SH 
MODIFICADOS

5.00 20.00 36446 33292 1661 166.6 9 .97 .
5.00 20.00 36252 33330 1663 166.6 . 9.98

10.00 40.00 22255 20040 998 100 9.98
10.00 40.00 22134 19944 995 100 9.95

— 20.00 3154 3070 153.2 166.6 0 .91
- 20.00 2922 2880 143.7 166.6 0 .80
- 40.00 2215 2160 107.7 100 1.07

40.00 2190 2120 105.7 100 1.05

l f £ i  a 1943974 d .p .m ., media de 10 
* = Concentraciôn mM.

determinaciones segun se d e ta lla  en e l  apartado 3 .4 .1 0 .1 . .

G



Fig. afi 24.» Sapraseataelâa grifica de la carbozimetilaeiéa rediactlva del F(ab')g 
de la IgG da conejo tree 1* reduccién selective de sus puentes diaul 
furo.
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F 16 W? 25  

DTE : . 0.010 mM EG PA-SD S

Grupos ModH.; 0.08 

Flltracion en Gel : 92/8

- 139
DTE : 0.0125 mM E G P A -SD S  

Grupos Modif.; 0  10 

Flltracion en Gel ; 89/^1

130 150 170 190 ml ml

DTE : o.ozsmM EGPA-SDS  

Grupos M odif.: 0.40 

Flltrac ion  en Gel : 80/20

ml

DTE ; 0 .050mM EGPA

Grupos Modif. : 1.35 

Flltracion en Gel : 53/47

-SDS

%80

ml

PiE.n9.25.- Datos conjuntos do carboximetilaciôn radiactiva, fil 
traciôn en gel y EGPA-3DS del P(ab')2 tras su reduc- 
cion selectiva do puentes disixlfuro.
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DTE : 0.100 mM EG PA -SD S  

Grupos M odif.: 3 .20  

Filtracion en Gel : 20 /80

280

ml

DTE ; 0 .2 0 0  mM E G P A -SD S  

Grupos Modif.: 5 .35  

Filtracion en Gel : 3  / 9 ?

I I

i| *  *  » » *

DTE : 2X}QmM E G PA -SD S  

Grupos Modif.: lO  

Filtracion en Gel : o /loo

280

m l

f

Fig. 25»-Ccontinuaci6n)
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lotos n2 11 y 12,

La loto ns 13 muestra los halos de bemollsis pr'oducidoa 
aiguiendo la técnica que se detalla en materiales y métodos de: 
diverses diluciones de suero humano (l^fila), IgG no anti AH,lg6 
aA, P(ab')2-aA y Fab-aA (2a fila de izq a der.), FabiaAHred, Fàb 
aAH, IgGaAH y F(ab')2-aAH (3® fila de izq, a der,) todos ellos en 
forma de complejos con Albumine Humana,

For esta técnica se mide el complemento residual a la in 
cubaciôn de los complejos inmunes previamente formados, con suero 
humano normal como puente de complemento, Es de observer que aélo 
los complejos formados con anticuerpo bivalente especlfico consU 
men complemento IgG-aAH y P(ab')g-aAH,(ausencia de halo de hemoll 
sis en ambos casos),

4.8.2. Ensayos hemoliticos en fase soluble,-

La fig,• n2 30 represents la titulaciôn de complemento - 
de un suero de conejo (los de cobayo y humano prôducian menor hê  
molisis que el suero homôlogo para *una misma cantidad de eritré­
citas de camero : y de anticuerpo) en exceso de anticuerpo espe­
clfico frente a la membrana del hematie.

La fotografia n2 14 muestra el patrén en gel de poliacrll 
amida -SDS de los fragmentas F(ab')g-aE, Pab'-aE y Pab'-aEred ob 
tenidos como se indica en materiales y métodos y que posteriormen 
te se utilizaron en las pruebas de actividad anticomplementaria, 
Ademés se represents un esquema de estas fragmentes.

La tabla n2 16 représenta la cantidad de los diferentes 
fragmentas anticuerpo utilizados espaces de producir un 50/6 de - 
lisis. Es de destacar que los fragmentas monovalentes si oonsu—  
men complemento, aunque la cantidad minima de estas para producir 
la lisis que los bivalentes ses 4 veces superior.



Fig. &0 29.» Bepresftntaclân, ea «acala aaallogarltmiea* dal Ire» da beaollsls
producld* aobra aritrocltoa da cobaya *  dlferentaa concentracionès
da complemento, utilizando auero da conejo j auero humano como fuea
tea da complemento.
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Foto ns 13. (Vtfr Wfo)
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Poto na 14.,

IgG F(ab’),

Digeshon
pepsinica

% .  DTE
0.1 mM

2

F(ab')

= Z

DTE ImM

F(ab’) red y a lq .



Capacidad Hemolitica de IgG y F ragm entos .-

^ \A n t  icuerpo <e)

F u enteN ^
de

Complemer^toS. IgG IgG red.

m5KT-

F(ab‘)2 Fab" Fab" red. Fab

SHN(V^o) 0.380 0.400 0.350 0.500 0.500 0.500

SCbN cm 0.330 0.350 0.350 0.800 1.000 0.800

SCN (v̂ o) 0.004 0.006 0.0 OS 0.022 0.020 0.020

(»)-. mg/3x10^ cels, necesarios para producir el 50 % de lis is

c
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La tabla ns 17 expreaa la abaorbancia a 414nm que los di 
versas fragmentes de anticuerpo producen a los diferentes tiempos 
de incubaciôn sobre 5 % 10® células (eritrocitos) en presencia de 
complemento.

La tabla ns 18 muestra la variaciôn en cuanto al grade de 
uni6n de los fragmentes anticuerpo F(ab')2~aE y Fab'-aJSred medida 
como radiactividad incorporada especificamente a la superficie - 
del antigène (eritrocito de carnero) a dos concentraciones dife­
rentes para ambos fragmentes. Se obtiens una relaci6n de uni6n - 
F(ab')2/Fab'a la superficie del eritrocito de 4» le que evidencia 
una mayor avidez por parte del F(ab')2 bacia la superficie del - 
eritrocito.
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Tabla n° 17 Cinetica de hemolisls de IgG y fragmentes.

*  ^414nm /  Ac/3 x 10® cc lu las
IgG IgGred. F (a b ')g  Fab' F ab 'red . Fab F ( ab' ) g**

3 0.01
5 0 .04 0.03 0 .04
7 0 .09 0.08 0.11
9 0.13 0 .1 5 0.15

10 0.18 0 .2 2 0 .2 2 0.01 0.06
11 0.23 0,27 0 .24
12 0.34 0.33 0 .32 0 .0 2 0 .0 2 0 .01 0 .10
13 0.43 0 .40 0.43
14 0.52 0.52 0.50 0 .04 0 .27
15 0.63 0.64 0 .61 0 .0 5  _ 0 .0 4 0.33
16 0.07 0 .06
17 0.80 0 .82 0.78 0.48
18 0 .22 0 . l6 0 .16
19 0 .9 5 0.98 0.97 0.69
20 0.33
21 1.05 1.05 1.04 0 .38 0 .4 2 . 0 .88
22 0.51 0 .5 2
23 1.09 i . i i 1 .10 0.96
24 0.77 0 .68 0 .7 5  ■
25 1.12 1.10 1 .10 1.07
26 0 .9 2 0 .9 0
27 1.11 1.11 1.10 0 .9 7 1.12
28 0.99 1.01
30 1.12 1.11 1.11 1.06 1.08 1.04 1.12
32 1.10
33 l . i i 1 .10 1.11
34 1.12 1.12 1.10 1.08
36 1.10 1.11 1.09
38 1.09 1.10
40 1.12 1.11 1.10 1.10 l . l l 1.10 1.12

*  Tiempo de incubaciôn en minutes (a  37°C)

* *  0 ,5  mg/3 X 108 ce lu las



r ig .  M  C ia*tie #  d» heaB lla l# fo r 1# fe ria  aX teroativ# d« IgS d# «oaajo
f fragmente#.

x R a b k  o^m g/3-«io*cels•IgG+^red
1mg/3xicfcels«Fab red•Fab /

100

o  50

Tiempo de incubaciôn a. 37“̂  en minutes

y



tasua«'i7 - r e l a C I0 N  d e  U N IO N  F(ab)j/Fab' A LA  
S U P E R F IC IE  DEL E R IT R O C IT O

ant i  cuerpo r.l.<*> r.i.e.<**> Flablz/Fab

FladlzaE—̂ 1̂ (0.3 mg)
Fab'-aE“ *̂l red. Coamg)

3 7 6 2
1 2 3 0

3 2 9 2
8 5 0

3.9

Fiab'lfaE”^̂*! (ojsmgl 1 7 4 0 1 4 3 0
4.1

Fab aE— red (aismg) 6 5 5 3 4 5

F(ab')2-aA-̂ ^̂ l (6a mg) 3 8 0

Fiab'VaA—̂’1 L̂ismg) 31 0

<*>: cpm incorparadas a la superficie del eritrocito
<**): id. especificamente a la superficie del eritrocito
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La IgG obtenida en DEAE celulosa y eluida con tempôn f«s
fate 0.01 M a pH ?.6 supone modlficacl6n a los procedimlentos usa
dos anteriormente por Peterson y Sober (205)» Gonvers, Guillarmond 
e Isliker (220), Keif (221) y otros. La fracciôn gamma aoi obtenl 
da no es la fracciôn gamma total del suero pero supone un amplio 
pool de la misma de râpida obtenciôn, libre de agregados, cuya pu
reza es total en base a los cuatro criterios utilizados*

El F(ab')2 obtenido tras la proteolisis de la IgG con pe£ 
sina y posterior filtraciôn en gel de Sephadex G-200 résulta asi- 
mismo puro.

Las fotos n& 6 y 7« indican que los déterminantes antigéni 
coB présentés en el "P(ab')^ son compartidos por la IgG, (identic, 
dad parcial con esta), y no se encuentran en el dominio Cg5 de la 
molécula de IgG, pFc'(reacci6n de no identidad), la fig. 14 descar 
ta la posibilidad de agregados y supone que la fracciôn proteinica 
obÿenida posee un peso molecular prôximo a los 100.000 Dalton, y 
las fotod n2 8 y 9, evidencian que el F(ab')g ea una proteina het^ 
rogenea como corresponde a su caracter de regiôn combinante con - 
el antigène.

Este fragmente exhibe una inovilidad de tipo como se
observa en la foto nS 10.

El peso molecular obtenido para el F(ab')g fue de 98000 - 
Dalton por filtraciôn en gel de Sephadex y 96000 Dalton por elec- 
troforesis en gel de poliacrilamida-SOS, valores que son compati­
bles con los aparecidos en la literature: 90.700 Jaquet y Cabra - 
1965 (197), 100.000 Brigman 1946 (222), Jackson y Grant 1976(199) 
92000 Gerottini y Fitch 1968 (225), 106000 Nisonoff y col 1960(90) 
9500 Nisonoff, Hopper y Spring 1975 (85), y otros.

El radio molecular calculado a partir de los datos del fil
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traciôn en gel que fue de 43.97 ^ es compatible con los aparecidos 
en la literature para otras protelnas globulares de tamanos mole- 
culares superiores e inferiores: IgG humana 57.96 % (150,000 Dal­
ton) IgA humana 61.27 % (160.000 Dalton, Albumina bovins 36.55 & 
(66.000 Dalton), Fc humano 50.54 (50.000 Dalton)«

Por otro lado el coeficiente de difusiôn que fue de 4.87 
sm^.seg”^ es muy simile 

(224) de 4.7 x lO"? cm̂ .sefe"̂
X 10“^ cm^.seg”^ es muy similar al calculado por Nisonoff en I960

El espectro de absorciôn exhibiô un méximo a 280 en el U1 
travioleta prôximo debido a TyH y Trp, evidenciandose dos hombros 
uno a 285nm y otro a 291nm, transiciones débidas igualmente a ca­
denas latérales de triptofanos.

En los espectros de dicroismo circular obtenidos se obser 
varon las bandas de elipticidad caracteristicas a 217 (-)* (241(-) 
265(+), 270(+), 275(+), 285(4 , y 29K+) . La fuerte banda de elip 
ticidad negative a 217nm es caracteristica de estructura beta-con 
forméeional. For otro lado la magnitud de la elipticidad a 217nm 
es mayor para el fragmente F(ab'Og obtenido, que la elipticidad a 
esta longitud de onda para la IgG de conejo y el fragmente Facb. 
La causa de este aumento no esta claramente justificada pero po—  
dria deberse: segûn H.Cathou (225) a) incremento de beta estructu 
ra b) alteraciôn en los microentomos de la estructura beta debido 
a la rotura enzimôtica. La banda de 241 nm se debe a estructura en 
cadena el azar y las bandas de elipticidad positiva en el Ultraviô  
leta prôximo se deben a cromôforos de cadenas latérales aromâticas 
en entornos asimétricos, interprataciones ambas dadas asimismo por 
Cathou (225)

La zona del espectro superior a 250nm con bandas de elip 
ticidad positivas en el rango 260-295 evidencian;. aûn mas la pure 
za del fragmente en base a los datos aparecidos hasta el momento
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'sobre la regiôn Fab de inmunoglobulinas. De haber arrastrado algôn 
contaminante de los dominios 0^2 y 0^3 habriamos observado: alte- 
raciones en el espectro de esta regiôn o elipticidades negatives 
en esta zona.

Asimismo esta zona es de sumo intereo para el objetiao fi 
nal de este trebajo poruqe ya en 1968 Hosa y Jirgenson (226) encon 
traron en estudios de dispersiôn rotatoria ôptica para la IgG huma 
na de mieloma modificada (sometida a S-sulfitolisis), que el efec 
to Cotton a 265nm desaparece y que el correspondiente a 284nm se 
disfflinuye mucho. Esto sugiere que la integridad de los puentes di 
sulfuro es necesaria para la actividad ôptica de las transslciones 
a estas longitudes de onda en el espectro de dicroismo circular - 
del Fab-anti-DNP« Estas bandas pueden deberse a los puentes disul 
furo en sim mismos o a los aminoâcidos aromâticas en entornos asi 
métricos mantenidos por la presencia de taies puentes disulfuro.

Caracterizaciôn que se ajusta bastante a la pùblicada por 
R.Cathou en 1968 (225) para Fab de la IgG de conejo antiovoalbuod 
na y a la pùblicada por Stanworth en 1977 @227), para F(ab')g solo 
que la banda a 242nm de Cathou aparece a 238mm.

El relativamente alto contenido en prolina tiene su origen 
en que el fragmente F(ab')g contiens la regiôn gozne que es espe- 
cialmente rica en este aminoâcido. Los altos valores en Val» 
y Thr, responden al alto contenido en estructuras beta de cada do 
minio globular (principalmente en los V)« Aminoacidos estos que - 
propician la conformaciôn beta (226) efecto que concuerda con la 
fuerte banda de elipticidad negativa a 217nm que se obtiens por - 
dicroismo circular. Extreme que es corroborado por los estudios - 
de difracciôn de rayos»X que sobre el fragmente Pab'de la IgG hu­
mana realizô Poljak (228), asi como por Edmundeon en los estudios 
sobre los dominios de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas(229)
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' La existencia de 14 reatos de Trp y 56 Tyr se ajusta a —
las observaciones prvias que reslizaron Poljak (228), y Padlam(230) 
estableciendo que en el interior de cada dominio debe de existir 
al menos un ïriptofano y dos tirosinas. Asimismo le Tyr conforma 
el sitio combinante*

El valor obtenido para el coeficiente de extinciôn a 280nm 
para una disoluciôn de P(@b')g 0.1# (p/v) por los dos métodos uti 
lizados (1.34 y 1.33) da una plena concordancia y se aparta ligera 
mente de los considerados por McBurnette y Mandy I.5 (251),Schlamo 
witz y col. 1,4 (232) para IgG y sus frogmentos y coinciden con el 
vslor considerado por Jackson y Grant 1.34 (199).

Los perfiles de los electroenfoquea obtenidos para el P(ab)g 
evidencian la heterogeneidad de este fragmente ya apuntada por —  
Painter y Freedman (233,234) para IgG anticuerpo antihapteno (p-ami 
nofeniltrimetiladomonio) de conejo. Las dos fracciones principales 
obtenidas pueden ester relacionadas con las dos subclases de IgG 
de conejo existentes.

El valor obtenido para el numéro de grupos -SH, présentés 
en la molécula tras la reduccién exhaustive de los puentes disulfu 
ros, de 30 se ajusta a los datos de secuencia de cadenas L de co­
nejo (Lg) por Braun y Jaton (235) y de cadanas H por Lebovitz y - 
col. (236), Fruchter y col. (237) Appelle y col. (233) y Fleisdman 
(239)

Las 30 correspondientes cisteinas estan repartidas de la 
forma siguiente: 16 forman parte de las 8 Oigtinas intracatenarias 
4 de las 2 Gistinas inter H-L, 2 de ^istina inter H-H, 4 de las 2 
Cistlnas intracatenarias denominadas "anomales" o de "alta reacti 
vidad" por Frangione (240) y 4 de las 2 Oiatinas interdominio pre 
sentes en la cadena ligera. Este dato supone ademés un date indi­
recte que nos evidencia acerca del subtipo de la IgG utilizada, es



-159-

• este no puede ser otro que el Kg que posee un puente disulfuro —  
"extra" en la cadena ligera respecte al subtipo Kĵ (Cisteinas fren 
te a 5) mâximo de 26 cisteinas se hubiesen obtenido caso de trateuç 
se del subtipo o una cifra intermedia caso de tratarse de une 
mezcla de ambos subtipos.(241)

Los datos de carboximetilaciôn radiactiva del fragmente — 
P(ab')2 en condioiones no desnaturalizantes (fig. n3 24) muestrati 
una modificaciôn mâxima de 10 grupos -SH tras la reduccién (5 puen 
tes disulfuro), valor que ya se alcanzaba a una concentraciôn dé 
ImM de DTE. Estos datos junto con les obtenidos en gel de Sephadex 
6I5O y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 8D3 
al 7•5#, del fragmente modificado en un range de redactor desde - 
O.OlmM a 2mM, se hallan recogidas en la fig. nB 15. He estas se - 
puede llevar a la conclusiôn de que existe una clara susceptlbill 
dad diferencial a la reducciôn del P(ab')2 por DTE, en base a là 
cual se han podido obtener, y ensayar posteriormente, fragmentes 
"tipo" con diverses niveles de modificsciôn quimica ademés de te 
ner conocimiento de qué grupos especificos se hallaban modifica- 
dos.

De,los datos alli resenados se puede ver claramente que 
hasta una concentraciôn de reductor de O.0250M les puentes disul— 
furo modificados son exclusivamente los inter H-H (hasta este pt^ 
to la molécula sa comporta como si solo tuviese este puente disul 
furo) ya que el nB de grupos modificados en este punto es de 0*4 
(0.2 puentes S-S) lo que supone que el 20# de las moléculas de —  
f(ab')2 se hayan reducido, la filtraciôn en gel muestra un pico ? 
correspondiente a Fab'que eq el 20# del total de la disoluciôn de 
proteina reducida a esta concentraciôn y el gel de EGPA-SDS no 
muestra ninguna banda a nivel de 25000 Dalton.

AO.O5O mM de reductor cuando los geles de EGPA-SDS siguen 
si evidencian ninguna banda a 2500O Dalton, el porcentaje espera



—160—

' do de Fab'suponiendo que solo sa modiflessen los puentes disulfuro 
inter H-H y en base a los grupos totales modificados: 1.^5 (0.6? p 
puentes S-S) seria de un 67# cuando realmente se obtiene un 47#, 
el resto (20#) se debe de concluir que corresponde a la modifica- 
ciôn de los biperreactivos intracatenarios*

Analoga conclusiôn se extrae de la modificaciôn a 0.10 
mM, A 0.2mM ya se observa en los geles de EGPA-SDS la apariciôn - 
de la banda de 25000 Dalton y la desapariciôn de la de 100.000 pun 
to en el que el 100# de los grupos inter H-H se han modificado y 
aprox. el 75# de los biperreactivos. En conclusiôn los puentes in 
ter H-H son mâs susceptibles a la reduceiÔn que los inter H-L y - 
los intracatenarios anômalos o biperreactivos (segûn la denomina 
ciôn de Frangione) son m&s susceptibles a la reducciôn que los in 
ter H-L.

Estasteries de sxperimentos nos evidencian, por otro lado 
que a O.lmM de reductor no se ha modificado ningûn puente inter - 
H-1 y que a 2mM todos los puentes del F(ab')2 excepto los intrado 
minio han sido modificados. Estas dos concentraciones de reductor 
fueron las utilizadas para obtener dos formas de F(ab')2 modifies 
do a la de Fab̂  obtenida por filtraciôn en gel del modificado a - 
O.lmM de DTE y la de Fab'red, obtenida por dialisis exhaustiva del 
modificado a 2mM.

La #ig. nB 26 represents los espectros de dicroismo circu 
lar de los très fragmentos tipo elegido como representativos de 
diferentes estados de modificaciôn de los puentes disulfuro y que 
podrlan evidenciar diferençias funcionales. De esta se puede con 
cluir que la integridad con^ormacional se mantiene en sus rasgos, 
esenciales, ademés de evidenciar le ausencia de interacciones en­
tre los brazos Fab en la molécula compléta, extremo este ûltimo - 
ya evidenciado por diversos autores Cathou y col.(242) Iguerabide 
y col. (76) por depolarizaciôn de la fluorescencia de IgG y Fab y



161 -

F(ab')g, Valentine y Green (243) por microscopia electrônica da un 
eomplejo hapteno-anticuerpo, y otros. Por otro lado Iasi posibles 
alteraciones en la capacidad de activer el Complemento por la via 
alternativa de estos fragmentos serian de esta forma aigneblesia 
la modificaciôn quimica puntual introducida y no a alteraciones - 
conformaffi'ionales•

L a  Fig. nS 27 y 28 exhiben unos perfiles de DC para los - 
fragmentos con capacidad anticuerpo practicamente indistinguibles 
de los fragmentos sin Copacidad anticuerpo conocida, figura nfi 26 
pudiendo extrapolarse las conclusiones anteriores.

La medida de la actividad anticomplementaria de estos frag 
mentos supuso la puesta apunto de un sistema hemolltico en &laca 
(modificaciôn al sistema de Martin y Lachman(217)) y de otro ah fa 
se soluble habida cuenta de las limitaciones que el primero supone,

Has fotos nB 11 y 12, y la Fig. nB 29 muestran que el siste, 
ma que mejor responds a los complejos Albumina-Anticuerpo es qqUel 
que utilize suero humano como fuente de complemento y eritrocitos 
de cobayo como côlulas bianco obteniendose no obstante una buena 
correlaciôn con suero de conejo.

Por esta técnica se evidenciô que tanto los complejos IgG 
anti-Albumina humana-Albumina humana (IgGaAH-AH) como los F(ab')g 
anti—AH-AH consumen Complemento por la via alternative corroboran 
do las experienciaa de Keid (170), Knnno y col. (202), Fajita y - 
col, (200) y otros, pero los formados con Pab'-aAH, Fab'-aAHred o 
FabaAH se revelaron incapaces de consumir Complemento.

En principio esto apuntaria a una implicaciôn de los puen 
tes disulfuro en la activaciôn del Complemento por la via alterna 
tiva pero hemos de tener presents que la modificaciôn quimica in— 
trodudfida supone la pérdida de la bivalencia del anticuerpo por lo
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'que la formacion del conqtlejo iimune en los casos del Fab^ Fabied 
y Fabesta .-limitada a la formaciôn de complejos bimoleculares (una 
molécula,de antigène y otra del fragmente de la molécula de anti­
cuerpo) pudiendo obtenerse falsos negatives en la medida de la ac 
tividad anticomplementaria por este método. Por esto se decidiô po 
ner a punto otro sistema que obviase -la formaciôn prévis de este 
tipo de complejos inmunes.

El sistema hemolitico en fase soluble de medida de la ca­
pacidad de activaciôn del Complemento por la via altemativa que 
se detklla en materiales y métodos, supone que el complejo inmune 
Ag-Ac formado EC-Ac es por si mismo litico en presencia de complje 
mento y ademés dado el alto numéro de déterminantes antigenos pre 
senteé en la superficie del eritrocito nos situa en un sistema que 
obvia los invovenientes apuntados en el sistema en plaça. Este - 
sistema se revelô como al menos 10 veces mas sensible que el sis­
tema en plaças, observandose ademés que el suero homôlogo es el - 
més eficiente como fuente de complemento, aspecto ya apuntado por 
Jackson y Grant en 1976 (199). De los datos de le tabla nS 16 se 
concluye que tanto la IgG reducida como los fragmentos monovalentes 
Fab^ Fab'red y Fab consumen complemento por la via altemativa, - 
asi como los anticuerpos bivalentes. La capacidad de consumir Corn 
plemento por la via alternative de fragmentos monovalentes ha sido 
asimismo, recientemente corroborada por A. Ehrost (244) en un sis­
tema de activaciôn de anticuerpos citotoôxicos frente al virus -
del sarampiôn. Y este consumo se realiza con una capacidad del - 
mismo orden de magnitud que la IgG y F(ab')g. ^  estas condicones 
la minima cantidad de anticuerpos monovalentes que se précisa para 
producir le misma lisis que porducîda por los bivalentes es de -
unas cuatro Veces superior a la de estos.

Por otro lado los datos de cinética tabla nB 18, Fig, nB 
31 corroboran esta relaciôn de 1/4, ya que emplear la mitad de am
ticuerpo biva&nte la gréfica se desplaza al centre de los perfiles
/
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exbibidos por iguales cantidades de monovalentes y bivalentes*

En este especto bay que senalar que la curva cinétlca de 
les monovalentes "aloanza" a la de los bivalentes aumentando con- 
venièntemente la cantidad de anticuerpo présente.

Con todo se podria concluir que al menos unos puentes di- 
sulfuro (los inter H-H) estarian implicados,en alguna medida,en la 
funcionalidad de activer el complemento por esta via (formando par 
te de la regiôn electors). Los inter H-L evidentemente no lo esta­
rian (ni lo estan) ya que el comportamiento del Eab^red y Fab'es 
practicamente indistinguible• Sin embargo los datos que suministra 
la experiencia que refleja la tabla nsis evidencian claramente que 
los fragmentos monovalentes no pierden funcionalidad anticonplemen 
taria sino que su avides de uni6n especifics por la supelrficië del 
eritrocito se ve disminuida a la cuarta parte.

En conclusi6n, estos datos, junto con los de dicroismo cir 
cular permiten afirmar que los puentes disulfuro no estan directb- 
mente implicados en el centre elector de la molécula de inmunoglo- 
bulina para activer el complemento por la via alternativa. Sin 
embargo se puede afirmar que la condiciôn suficiente para la acti­
vée iôn de esta via por inmunoglobulinas es que sobre la superficie 
del antigène se situen un apropiado numéro de unidades Fab suficiSn 
temente prôximas; no obstante de los datos obtenidos no se puede 
sacar la conclusiôn de que la regiôn electors del anticuerpo pSra 
la activeciôn de esta via se balle necesariamente en el primer do 
minio constante de las cadenas de inmunoglobulina, se requira una 
cooperaciôn V-C* o una cooperaciôn mas amplia que abarque adem&s a 
la superficie del ant^eno*
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1, Las caracteristicas fisico-quimicas del fragmente F(ab')g de -
la IgG de conejo son;
a) presents un peso molecular aproximado de 98000 Dalton por - 

filtraciôn en gel y de 96000 Dalton por EGPA-SDS,
b) Su radio molecular es de 43*97 8*
c) Su coeficiente de difusiôn es de 4*87 x 10**'̂ cm̂ .s“^
d) Exhibe una movilidad electroforética en gel de agar de

con un punto isoelectrico heterogeneo, alrededor de 5 — 
en la escala de pH*

e) Su espectro de absorciôn presents un mlücimo caracteristicO 
a 280nm con dos "hombros" a los 286 y 293nm*

f )  Presents un coeficiente de éxtinciôn a 280nm para una disolü 
ciôn 0*1# (p/v) de 1*34 en base a su composiciôn de aminoàci 
dos y 1*33 en base a su "peso en seco"*

g) Su espectro de dicroismo exhibe bandas caracteristicas a 21? 
(-), 24K-), 263(f), 270(4-), 275(4-)» 285(4-) y 291(f)nm.

h) Su composiciôn de aminoâcidos en # molar es la siguiente)As* 
m 7.1, Glx: 7.5, Pro 9.1, Gly 7.9, Ala 6.6, Met 0,6, Leu 6,3 
Tyr 4*1, Phe 2.1, His 0,9, Lys 4,1, Arg 2.0, Thr 12.8, Ser 
9*3» Val 12,1, Ile 2.9, Gys 3*1, y Irp 1.3*

2. La carboximetilaciôn del F(ab')g suministrô los siguientes ré­
suit ados:
a) El méximo ns de grupos sulfhidrilos obtenidos tras la reduo 

ciôn exhaustive del fragmente F(ab')2 de la IgG de conejo - 
en condiciones desnaturalizantes es de 30 lo que supone la 
existencia de 15 puentes disulfuro y que el subtipo de la - 
inmunoglobulina sea el Kg.

b) En condiciones no desnaturalizantes el mâximo ns de grupos 
sulfhidrilo que se modifiean es 10.

c) Estes grupos son los correspondientes al puente disulfuro - 
inter cadenas pesadas (H-H), los correspondientes a los 2 - 
puentes inter H-L y los correspondientes a los puentes in—  
tradominio "hiperreactivos" présentas en el fragmente de ca
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dena pesada PdC
d) Los puentes disulfuro del F(ab')2« modificables en condic4e 

nes no desnaturalizantes, exhiben una susceptibil'idad dife- 
renoial a la reducei6n, siendo los mâs susceptibles los in­
ter H-H y los menos los inter H-L, exhibiendo los intraca— 
tenarios hiperreactivos una susceptibilidad intermedia lo - 
qua permits

e) La reducciôn del P(ab')g a O.lmM de concentracion de redac­
tor permits obtener un fragmente, el Fab^ qua sin tener alt^ 
rados los puentes inter H-L si tiene el correspondiente al 
inter H-H. T a 2mM se obtiens el Fab'red, con todos los puen 
tes modificados (excepte lbs intradominio).

f) La carboximetilaciôn aplicada, an condiciones no desnatura­
lizantes, no altera la extructura secundaria da la proteina 
como lo evidencian los espectros de dicroismo de los frag­
mentes nativo y modificados, no existiendo interacciôn aigu 
na entre los brazos monovalentes del F(ab')g.

3. El sistema hemolitico an plaça, de medida de actividad anticom 
plementaria residual, no es util medir la capacidad anticomple 
mentaria de los fragmentos monovalentes.

4. El sistema hemolitico an fase soluble de medida de la activi—  
dad anticomplementaria por la via alternative, puesto a punto, 
es un sistema directe de medida reproducible, simple, as al me 
nos 10 veces mas sensible que el sistema an place y obvia la - 
limitaciôn de no ser util para fragmentos monovalentes.

5. Los fragmentos monovalentes, Fab^ Fab'red y/o Fab consumen corn 
plemento por la via alternativa.

6. Los puentes disulfuro del fragmente P(ab')g no estan directs—  
mente implicados en la activaciôn del sistema del complemento 
por la via alternativa.
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7» I»a condiciôn suficiente para la activaciôn de la via altemati. 
va es que se situen en suficiente proximidad un numéro apropia 
do de unidades Fab sobre la superficie del antigeno, por lo - 
que la bivalencia del anticuerpo no es condiciôn necesaria para 
su activaciôn. Pero no se puede concluir que la regiôn efecto- 
ra del anticuerpo se halle necesariamente en el primer dominio 
constante de las cadenas de inmunoglobulina, si se requiers una 
cooperaciôn V-C, o una cooperaciôn mâs amplia que abarque ademàs 
a la superficie del antigeno.
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