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Antigenos

Un antigeno es cualquier sustancia capaz de generar una respuesta inmune, esto es, de reaccionar con
células Ty células B para inducir la formacion de anticuerpos y linfocitos sensibilizados, que reaccionan
con esos anticuerpos y células una vez que son formados. Los primeros antigenos estudiados fueron
diversas proteinas extrafias y de microrganismos, y sigue siendo valido que las proteinas son antigénicas
en forma casi universal. Las bases de la inmunogenicidad de las proteinas se desconocen, pero es
probable que se relacionen con su configuracion tinica y estable. En la actualidad se sabe que en
condiciones apropiadas un amplio rango de moléculas pueden inducir una respuesta inmune y que en
situaciones anormales el organismo incluso desarrollara una respuesta inmune contra sus propios
antigenos.

Las reglas que gobiernan la antigenicidad proteica se estan estudiando con el uso de péptidos sintéticos
seleccionados por la posicion que ocupan en la estructura tridimensional de las proteinas [ver figura 1].
Casi todos los anticuerpos que aparecen en forma natural dirigidos contra proteinas son especificos de
sitios determinados en la superficie de las moléculas proteicas.
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Cuando los polisacaridos se acoplan con proteinas pueden inducir la formacion de anticuerpos, y algunos
polisacaridos purificados son antigenos eficaces por si solos. Un ejemplo lo constituye el polisacarido
purificado del neumococo, que puede utilizarse como vacuna contra la cepa de neumococo en particular
de la que se obtuvo el polisacarido. Los lipopolisacaridos, como las endoxotoxinas bacterianas, también
pueden producir una respuesta de anticuerpos. Se ha demostrado que los anticuerpos humanos contra
los polisacaridos son sobre todo de la clase IgG, aunque también se detectan cantidades menores de IgM
e IgA. Otro grupo de moléculas antigénicas son las glucoproteinas, ejemplificadas por las proteinas que
constituyen los grupos sanguineos y por antigenos embrionarios, tumorales, virales y de transplante; se



sabe que la especificidad de los anticuerpos contra algunas de estas glucoproteinas esta dirigida contra la
porcion de carbohidratos de las moléculas.

Aunque la mayor parte de los antigenos son macromoléculas, algunas moléculas pequefias también son
antigénicas. Se ha demostrado que la hormona polipeptidica angiotensina amida, un octapéptido, y la
arginina-vasopresina, un nonapéptido, pueden actuar como antigenos completos cuando se absorben en
particulas de carbon. Asi mismo, ciertos antibi6ticos conjugados con dinitrofenol (DNF), como la
gramicidina-DNF y la bacitracina-DNF, acttian como antigenos al igual que el DNF(Lys), dinitrofenol
conjugado con un polipéptido que contiene siete lisinas. Ademas, el acido arsalinico azo- L-tirosina
inducira hipersensibilidad tardia sin formacion de anticuerpos. Estas pequenas moléculas antigénicas no
contienen grupos reactivos, y por lo tanto, parecen ser antigénicas sin unirse a macromoléculas.

Se ha aprendido mucho acerca de los requerimientos de la inmunogenicidad a través del uso de
polipéptidos sintéticos especificos. Por ejemplo, la agregacion de aminoacidos aromaticos (como la
tirosina), convertira polipéptidos poco antigénicos en moléculas mas inmunodgenas aun cuando la
especificidad del anticuerpo obtenido no esté dirigida contra este aminoéacido. El uso de antigenos
sintéticos permiti6 descubrir por primera vez que la respuesta inmune se encuentra bajo control
genético; este descubrimiento evoluciono6 a partir de la observacion de que algunas cepas de animales
respondian a un polimero sintético, mientras que otras cepas no lo hacian.

Los antigenos no so6lo son reconocidos por anticuerpos sino también a través de receptores de células T
(RCT) antigeno-especificos, de los que existen dos tipos diferentes, denominados RCT-ab y RCT-gd. Los
diversos tipos de células T tienen mecanismos diferentes para reconocer los antigenos. Por ejemplo, los
RCT-ab reconocen antigenos que han sido procesados por células presentadoras de antigenos (CPA) para
convertirse en fragmentos peptidicos unidos a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(CPH) de clase I o clase II en la superficie de las CPA. En contraste, los RCT-gd parecen no requerir la
presentacion de antigeno por el CPH. Las células T cooperadoras solo reconocen fragmentos peptidicos
unidos a moléculas del CPH de clase II." Las células T citot6xicas reconocen antigenos procesados virales
presentados tanto en moléculas de clase I como II del CPH sobre la superficie de las células humanas.®
En general, los receptores de las células T y las inmunoglobulinas reconocen diferentes determinantes
antigénicos [ver adelante, Receptores de Células T]. Recientemente se ha demostrado que los lipidos
puros de micobacterias pueden presentarse como antigenos al RCT-ab por las moléculas CD1 en lugar de

las moléculas clase I o IT del CPH.3
HAPTENOS

Existen algunas moléculas pequefias que por si solas no son antigénicas pero pueden reaccionar con
anticuerpos; estas moléculas se denominan haptenos. Antes que ocurra la inducciéon de anticuerpos
especificos por el hapteno, éste debe combinarse con una sustancia inmunogena, a menudo una proteina
o un polipéptido sintético, denominada portador. Por ejemplo, si el hapteno fosforilcolina se combina
con gamaglobulina bovina y el conjugado restante se inyecta a un animal, se produciran anticuerpos con



predominio especifico para el grupo fosforilcolina [ver figura 2]. Casi cualquier molécula que no sea
antigénica por si sola (diversos péptidos, esteroides, nucleétidos, lipidos y hormonas) pueden
combinarse con un transportador inmunogénico y, como parte de un conjugado, inducir la formacién de
anticuerpos.

Figura 2

Sitio de unién anticuerpo-
hapteno

Esta respuesta de induccion es la base de potentes instrumentos de investigacipen el estudio de la
respuesta inmune. Asi mismo, es la base de muchos radioinmunoanalisis que se han convertido en
auxiliares de diagnostico tutiles en medicina clinica. Ademas, la mayor parte de las reacciones por
farmacos se producen por el hecho de que el medicamento agresor acttia como hapteno y se une en
forma covalente con una proteina del propio individuo; tal vez el ejemplo més notable sea la unién
covalente de la penicilina con proteinas séricas, que causa la reaccion a la penicilina. La sensibilidad por
contacto, incluyendo la inducida por metales, hiedra venenosa, roble venenoso, zumaque venenoso y
detergentes, también es consecuencia de una molécula agresora que actiia como hapteno, que suele
unirse a las proteinas de la piel.

Los anticuerpos contra haptenos de 4cidos nucleicos pueden elaborarse en el laboratorio, pero esto
ocurre rara vez in vitro. En pacientes con lupus eritematoso generalizado, enfermedad de Crohn o
esclerosis lateral aminotrofica se producen anticuerpos antiADN y antiARN.

ADYUVANTES

Los adyuvantes son sustancias capaces de aumentar la inmunogenicidad de los antigenos. Muchos
productos microbianos se han empleado como adyuvantes,* incluyendo sustancias de Mycobacterium
tuberculosis, bacilo de Calmette-Guérin (BCG), Corynebacterium parvum, Brucella abortus'y
Bordetella pertussis, asi como toxoides de Vibrio cholerae y Clostridium tetani. Se han derivado
adyuvantes del virus vaccinia y de otros poxvirus, BCG y Salmonella, cada uno transfectado con genes
para un antigeno de interés. Otros son derivados de lipopolisacaridos, como el lipido monofosforil A. El
adyuvante completo de Freund, que consiste en micobacterias muertas en aceite emulsificado con un
antigeno en solucion acuosa, se usa en la actualidad con poca frecuencia porque en general causa una
intensa reaccion inflamatoria local. Otros adyuvantes incluyen extractos de jabdon del arbol de tejo
(Quillaja saponaria), polimeros (v.gr., inulina), péptidos complejos y diversas citocinas. Por ejemplo, la
interleucina-12 (IL-12) parece actuar como un promotor intenso de las reacciones inmunologicas
mediadas por células en los ratones.® La sal de aluminio alumbre también est4 autorizada para usarse
como adyuvante en humanos.



Los liposomas también pueden actuar como adyuvantes. Las proteinas de membrana, como las proteinas
de la pared viral insertadas en liposomas, son mas antigénicas que aquellas solubilizadas en detergentes.
En algunos casos se ha demostrado que los liposomas aumentan la respuesta inmune contra antigenos
pequeiios, lo cual indica que los liposomas pueden utilizarse en la elaboraciéon de vacunas. En la practica
clinica, los adyuvantes se utilizan como complementos de algunas inmunizaciones, como la del tétanos, y
son potencialmente importantes en el tratamiento antiparasitario y antitumoral.

RESPUESTA A ANTIGENOS

La respuesta del organismo a la exposicion a antigenos depende de la via de administracion y de la dosis.
En términos generales, los antigenos que entran al organismo por via intravenosa viajan con rapidez al
higado, y la produccién de anticuerpos es rapida. Sin embargo, la via I.V. también facilita la
inmunosupresion o la tolerancia, en especial cuando el antigeno es soluble y no agregado. Los antigenos
que se administran por via subcutanea o intradérmica suelen localizarse inicialmente en los ganglios
linfaticos que drenan el sitio de la inyeccidn, lo que favorece la induccién de inmunidad o la
hipersensibilidad modulada por células. Los antigenos inhalados también favorecen la sensibilizacién
local y el desarrollo de hipersensibilidad inmediata e inmunidad en la mucosa local de las vias
respiratorias. Para obtener una respuesta inmunologica detectable debe administrarse una dosis
suficiente por la via apropiada. Este hecho se ilustra por la inmunizacién contra el tétanos: la calidad de
toxina producida por las bacterias en la inyeccion inicial es insuficiente para desarrollar una reaccion
inmunologica detectable, haciendo que sean necesarias la inmunizacion y las inyecciones de refuerzo del
toxoide tetanico.

Anticuerpos

Los anticuerpos son un grupo heterogéneo de proteinas séricas denominadas inmunoglobulinas, la
mayor parte de las cuales emigran durante la electroforesis como gamaglobulinas. Se han identificado en
el suero humano cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Estas clases se
distinguen con base en sus propiedades electroforéticas y serologicas. Tal vez todas las inmunoglobulinas
séricas son anticuerpos contra algin antigeno, pero en la actualidad es imposible demostrarlo.

Las inmunoglobulinas son muy heterogéneas; atin las moléculas de IgG que son especificas para so6lo un
antigeno constan de docenas de moléculas diferentes. Son secretadas por células B diferenciadas
denominadas células plasmaticas. De acuerdo con la teoria de la seleccion clonal, una célula plasmatica
solo producira un anticuerpo especifico. En algunas enfermedades como el mieloma multiple, las
proteinas de mieloma, que son el producto anormal de una clona tinica de células plasmaticas, son
homogéneas y en la electroforesis se observan como una banda densa tnica. Ciertos anticuerpos
producidos en respuesta a antigenos muy homogéneos, como el polisacarido del estreptococo, pueden
ser homogéneos.

Los mon6meros de inmunoglobulinas estan formados de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras



idénticas [ver figura 3]. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada por puentes disulfuro (S-S) y
las cadenas pesadas también estan unidas entre si por uno o mas puentes S-S. Las secuencias de
aminoacidos en las cadenas pesadas y ligeras estan divididas en regiones que son constantes o variables
[ver figura 4]; ademas, cada region variable contiene regiones ge son hipervariables [ver adelante,
Estructura y secuencia de las inmunoglobulinas].

Figura 3

Estructura de la
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CLASIFICACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas y cada clase estd compuesta de una cadena pesada
especifica: la IgG tiene dos cadenas g; la IgM, dos cadenas u; 1a IgA, dos cadenas a; la IgD, dos cadenas d
y la IgE, dos cadenas e [ver tabla 1]. Asi mismo, existen dos tipos de cadenas ligeras, k y I, las cuales

pueden diferenciarse por medio de antigenos. La forma secretada de IgM es un pentamero compuesto de
cinco mondémeros [ver figura 5]; 1a IgM también puede existir como mondémero unido a superficies. La
IgA se encuentra en dos formas, como monoémero o como dimero. Las inmunoglobulinas poliméricas,
IgM e IgA, tienen una cadena J adicional (de unién), que ayuda en su polimeracion.

Figura 5

Polimeros de inmunoglobulinas



Tabla 1 Propiedades fisicas, quimicas y biologicas de las
inmunoglobulinas humanas

Propiedad IgG IgA IgM  IgD IgE
Constante de 7S Monoémero 7S 19S 7S 8S
sedimentacion Dimero 11S
Peso molecular x 102 160 170-340 970 184 188
Concentracion media 1,250 280 120 0.3- 0.002-
en el suero (mg/dl) 30 0.2
Porcentaje de 3 8 12 13 12
carbohidratos
Cadenas ligeras k,l k,1 k,l k,I1 k,I1
Cadenas pasadas g, g2, g3, g4 al, a2 m d e
(subgrupos)

Cadena J No En el dimero Si No No
Vida media en el suero | 23 6 5 3 2.5
(dias)

Sitio de localizacion Suero,liquido Suero, secreciones, Suero = Suero | Suero
amnioético calostro, saliva, lagrimas,
amniotico tubo digestivo

IgG La IgG es la inmunoglobulina principal en el suero, donde se encuentra en forma de monémero. Es
el principal anticuerpo que se eleva después de un reto antigénico. Aunque el feto no produce esta clase
de inmunoglobulina, la IgG cruza con facilidad la placenta y, por tanto, cualquier cantidad de
anticuerpos IgG que se encuentran en el recién nacido se habra originado en la madre.

Los anticuerpos que cubren a los microrganismos haciéndolos mas susceptibles a la fagocitosis (i.e.,
opsonizacion) son de la clase IgG. Los anticuerpos IgG también neutralizan toxinas, como la toxina
diftérica, y pueden neutralizar virus.

La IgG tiene una vida media en sangre cercana a 23 dias. Clinicamente se ha empleado con éxito para
reconstituir la inmunidad de enfermos con agammaglobulinemia y para prevenir la enfermedad
hemolitica del recién nacido. Las mujeres con grupo sanguineo Rh negativo que tienen un feto con
eritrocitos Rh1 positivos, pueden ser sensibilizadas durante el primer parto por los eritrocitos Rh1
positivos del feto. Entonces la madre producira anticuerpos IgG anti-Rh1 que atravesaran la placenta
durante embarazos subsecuentes; estos anticuerpos reaccionaran con los eritrocitos fetales, ocasionando



la enfermedad hemolitica. En la actualidad esto puede prevenirse inyectando anticuerpos anti-Rh
positivos, ricos en IgG (RhoGAM) a la madre Rhi-negativa, durante el parto o poco tiempo después de
éste o de un aborto. Los anticuerpos parecen combinarse con cualquier eritrocito fetal Rh1-positivo
presente, evitando que éstos inmunizen a la madre. Se desconoce el mecanismo exacto de esta
inmunosupresion, pero tal vez sea un ejemplo del control por retroalimentacion de la IgG en la
produccion de anticuerpos, es decir, se ha demostrado que la produccion de IgG contra un antigeno es
capaz de reducir atin més la produccion de ese anticuerpo.

Existen cuatro subclases de IgG: IgG1, IgG2, IgG3 e 1gG4, las cuales difieren en estructura y propiedades
biologicas [ver tabla 2]. Por ejemplo, sblo la IgG1 y la IgG3 fijan al primer componente del complemento
y se adhieren a los monocitos. Las funciones exactas de estas subclases son, en su mayor parte,
desconocidas.



Tabla 2 Caracteristicas de las subclases de las IgG humanas

IgG, IgG, I1gG4 IgG,
Porcentaje de IgG total 70 18 8 4
Movilidad electroforética Lenta Lenta Lenta Répida
Transferencia placentaria + + + +
Fijacion de complemento (Clq) + + + -
Fijacion a piel heter6loga + --- + -
Bloqueo de IgE — — — +
Unibn a
Monocitos + — + —
Neutrofilos + + + +
Células K* + + + —
Anticuerpos contra
Antigenos Rh + — + —
Dextran y levan _— + — o
ADN + — + —
Factor VIII - - — +
Grupo sanguineo A + + + +
Organismos de tifoidea y tétanos + + + +
Tiroglobulina + + + +

* Células asesinas con citotoxicidad dependiente de anticuerpos.

IgA La IgA es la inmunoglobulina predominante en las secreciones, donde suele encontrarse en forma de
dimero y es liberada como tal por las células plasmaticas que se encuentran en la cercania. La IgA esta
presente en saliva, lagrimas y calostro. También se encuentra en el aparato respiratorio y digestivo, en la
vagina y en la prostata. El dimero se combina con una cadena polipeptidica, denominada pieza secretora,
que es producida por las células epiteliales locales. De esta forma, es muy resistente a la digestion
proteolitica. A diferencia de la IgA sérica, la IgA combinada con la pieza secretora se transporta en forma
activa a través del epitelio mucoso por endocitosis [ver figura 6]. Se cree que la IgA juega un papel
importante en la inmunidad local al neutralizar virus y al combinarse con virus y bacterias, impidiendo la



adherencia de estos microrganismos a la superficie de las mucosas.

Figura 6

Secrecion de IgA

Aunque la IgA no fija complemento, se ha demostrado que es capaz de activar la via alterna del mismo.
Uno de los componentes del complemento generados por esta via, el C3b, puede ayudar en la
opsonizacidon de las bacterias, y por lo tanto facilita su captacién y eliminacioén por los fagocitos.

En su forma monomérica, la IgA constituye el 15 porciento de las inmunoglobulinas séricas. En suero,
tiene una vida media de cinco a seis dias. Existen dos clases de IgA, la IgA1 y la IgA2. Los niveles elevados
de anticuerpos contra antigenos de la dieta que se encuentran en personas con deficiencia de IgA

sugieren que esta inmunoglobulina en particular limita la absorciéon de esos antigenos.

IgM La IgM es un pentamero que se encuentra sobre todo en el suero, donde forma el 10 porciento de
las inmunoglobulinas. Los estudios de microscopia electronica revelan que tiene la forma de una estrella,
pero cuando se encuentra unida a una bacteria sus sitios antigénicos estan fijos a la superficie bacteriana
lo cual hace que cambie su apariencia a una forma parecida a un cangrejo. Como un pentamero, la IgM es
muy eficiente para fijar complemento. Molécula por molécula, es 20 veces mas efectiva en aglutinar
bacterias y eritrocitos y 1,000 veces mas activa en las reacciones bactericidas que la IgG. Las
isohemaglutininas, como la anti-A y la anti-B, son de la clase IgM, y la macroglobulinemia de
Waldenstrom representa la produccion monoclonal de IgM.

En la respuesta inmunoldgica, la IgM es la primera inmunoglobulina en elevarse tras el estimulo
antigénico. El feto elaborara anticuerpos IgM contra ciertos microrganismos lo que puede ser de ayuda
en el diagnostico de la toxoplasmosis, la rubeola o la sifilis fetal; sin embargo, no todos los fetos
infectados por esos microrganismos producen tales anticuerpos. Debido a que la respuesta de IgM contra
antigenos es de corta duracion, su presencia también puede ser de ayuda para establecer el diagnostico
de una infeccién en particular. Es posible determinar qué porcentaje de anticuerpos especificos en una
muestra de suero consisten en IgM agregando una pequefia cantidad de mercaptoetanol, lo cual inhibe a
esta clase de inmunoglobulinas y midiendo después lo que resta en la muestra.

Las células que producen IgM o sus precursores no se convierten en células de memoria, por lo que una
segunda exposicion a un antigeno no produce una mayor cantidad de anticuerpos IgM que el primer
estimulo. La mayoria de las células B tienen IgM e IgD en su superficie [ver adelante, Receptores de
inmunoglobulinas].

IgD La IgD, que es un mondmero, existe en el suero en cantidades minimas. Se descubri6 primero como
una proteina de mieloma que no pertenecia a ninguna de las clases conocidas. Se encuentra en



concentraciones relativamente elevadas en la sangre del cordon umbilical. La mayoria de las células B de
la sangre del cordon umbilical tienen IgD en su superficie y la mayoria de las células B del adulto tienen,
en su superficie, tanto IgD como IgM. Asi, se ha sugerido que la IgD podria ser un receptor celular
temprano para antigenos; sin embargo, no existe evidencia de que la IgD sea precursora de la IgM. Se
han encontrado células plasmaticas productoras de IgD en las amigdalas y adenoides, aunque su
existencia es muy rara en otros tejidos linfoides. La funcion de la IgD se desconoce.

IgE La IgE se encuentra presente en cantidades minimas en el suero, constituyendo so6lo el 0.004
porciento de las inmunoglobulinas séricas. La IgE se une fuertemente a las células cebadas y a los
basofilos; cuando estas células cubiertas con IgE interaccionan con antigenos especificos (alergenos)
liberan potentes sustancias mediadoras de la hipersensibilidad inmediata, incluyendo a la histamina, la
sustancia de reaccion lenta de la anafilaxia (SRS-A) y un factor quimiotactico eosinofilico. Por lo tanto, la
IgE es el anticuerpo termolabil (que se conocia en el pasado como reagina) que desempena una funcién
principal en la hipersensibilidad inmediata, es decir, la reacciéon inmunolégica que se presenta en la
fiebre del heno, el asma extrinseco, la urticaria y la anafilaxia. Los niveles de IgE son mayores de lo
normal en personas con atopia y los antigenos IgE especificos contra un alergeno en particular también
estan elevados, correlacionando con la susceptibilidad del individuo. En las alergias, los anticuerpos IgE
especificos se detectan por medio de radioinmunoanalisis (RAST o prueba radioalergosorbente).

La IgE se une a las células cebadas o a los baséfilos por medio de su porciéon Fe. El calor destruye la
capacidad de la porcion Fc de unirse a la célula. Se encuentran células plasmaticas productoras de IgE en
las amigdalas, adenoides y la mucosa de los aparatos respiratorio y gastrointestinal. Receptores precisos
para la IgE se localizan sobre la superficie de las células cebadas, las células B y las células T, los
macrofagos y los eosinofilos.

Se desconoce la funcién exacta de la IgE. Ciertamente, las manifestaciones de la hipersensibilidad
inmediata, como la fiebre del heno o el asma extrinseco, no parecen tener un proposito util para el
individuo afectado o para la especie en general. Por lo tanto, la observaciéon de que los niveles de IgE se
encuentran elevados en ocasiones en personas que viven en las regiones tropicales y en especial en
aquéllas afectadas por parasitos helmintos, fue considerada por algunos inmunologos como una posible
indicacion de la funcion de la IgE, es decir, que tiene un papel protector contra los parasitos. Los
mediadores liberados podrian afectar a los paréasitos, ya sea de manera directa o al producir incremento
en la permeabilidad vascular y liberar factor quimiotactico eosinofilico, lo cual podria causar el aciimulo
de otros anticuerpos (IgG) y células necesarios para atacar al parasito. En este contexto es de interés el
hecho de que los eosinéfilos pueden mediar un dano dependiente de IgG contra esquistosomulas (la
forma larvaria del parasito Schistosoma mansoni). Ademas, complejos inmunes de IgE especificos
contra parasitos pueden inducir citotoxicidad mediada por macréfagos contra organimos
esquistosomulas.

DIFERENCIAS ANTIGENICAS



Existen tres tipos de determinantes serolégicos (antigénicos) en las inmunoglobulinas: isotipicos,
alotipicos e idiotipicos.

Determinantes isotipicos Los determinantes isotipicos establecen la diferencia entre las regiones
constantes de las diversas clases y subclases de cadenas ligeras; representan diferentes genes de la region
constante [ver tabla 1]. Por ejemplo, en un individuo existen cuatro isotipos de la cadena pesada de IgG:
g1, g2, g3 vV g4, que representan las subclases IgG1, IgG2, IgG3 e 1gG4, respectivamente. Hay un solo
isotipo de la cadena ligera k y un isotipo de la cadena ligera 1.

Cerca del 60 porciento de las inmunoglobulinas estdn formadas de cadenas pesadas y ligeras k y 40
porciento consisten en cadenas pesada y ligeras 1. La inmunizacion con ciertos antigenos induce la
formacion de anticuerpos con la misma distribuciéon de determinantes k y 1, que la encontrada en la
poblacion general de inmunoglobulinas; sin embargo, algunos antigenos provocan la formacion de
inmunoglobulinas compuestas sobre todo por cadenas k o 1; del mismo modo, algunos antigenos inducen
mas la produccion de una clase en particular de inmunoglobulinas que otros. Se desconoce qué
mecanismos determinan la clase de inmunoglobulinas que se producen o qué factores controlan el tipo
de cadena ligera que se unira a las cadenas pesadas.

Determinantes alotipicos Los determinantes alotipicos distinguen entre las inmunoglobulinas de un
isotipo en particular, representan alelos diferentes de los genes de las inmunoglobulinas y, por lo tanto,
se determinan genéticamente de acuerdo con las leyes mendelianas de manera muy similar a la que
determina los grupos sanguineos ABO. Las moléculas de cadena pesadas g de un individuo pueden tener
varios marcadores diferentes, mientras que no se conocen marcadores alotipicos para las cadenas
pesadas y, dy e o para las cadenas ligeras 1. Las cadenas pesadas g poseen méas de 20 marcadores
alotipicos distintos, que se determinan en forma colectiva Gm. Ademas, las cadenas ligeras k contienen
un grupo de marcadores alotipicos llamados Inv. Se han reconocido tres de estos marcadores: Inv 1, Inv
2elnv 3.

Determinantes idiotipicos Un idiotipo se define como un determinante antigénico tunico localizado
en la region variable de un anticuerpo. Un idiotipo es la expresion antigénica de la region variable de un
anticuerpo. Los determinantes idiotipicos distinguen a una inmunoglobulina de otra del mismo alotipo.
Si un animal es inmunizado con una proteina de mieloma (i.e., una inmunoglobulina homogénea
producida por células plasmaticas neoplésicas) el anticuerpo resultante tendra anticuerpos dirigidos
contra muchas partes de la molécula de mieloma. Cuando se extraen los anticuerpos de este antisuero
que reaccionan con otras proteinas de mieloma del mismo isotipo y alotipo, el antisuero resultante
seguira siendo capaz de reaccionar con las proteinas inmunogénicas del mieloma pero no con otras.
Pueden realizarse experimentos similares utilizando anticuerpos monoclonales. Los antisueros
reaccionan con determinantes localizados en la porcion variable de las cadenas ligeras y pesadas (ver
adelante). En situaciones en las que se encuentra que la proteina de mieloma es un anticuerpo dirigido
contra un hapteno especifico, la agregacion de tal hapteno evitara que la proteina de mieloma reaccione



con el suero anti-idiotipico [ver figura 7]. Esto indica que los determinantes idiotipicos estan conectados
de manera intima con el sitio de union del antigeno en la inmunoglobulina. Los anticuerpos inducidos
por un antigeno tunico tendran diferentes especificidades idiotipicas, lo que ilustra una vez mas la gran
heterogeneidad de las inmunoglobulinas.

Figura 77

Modelos murinos

ESTRUCTURA'Y SECUENCIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Los estudios iniciales realizados con las proteinas de Bence Jones (dimeros de cadenas ligeras), con las
proteinas de mieloma y con anticuerpos homogéneos purificados, produjeron un descubrimiento
sorprendente: cuando se compararon anticuerpos de la misma clase, se encontr6 que una parte de cada
cadena polipeptidica del anticuerpo era la misma, pero otra parte era muy variable. En la actualidad se
sabe que la porcion terminal carboxilo (C) de todas las cadenas ligeras k tiene una secuencia de
aminoacidos idéntica, y por lo tanto a esta region se le denomina dominio constante o C, mientras que la
porcion terminal amino (N) tiene una secuencia de aminoacidos variable denominada secuencia V [ver
figura 4]. Los primeros 110 aminacidos de la porciéon N-terminal de la cadena 1 ligera y de la cadena
pesada también son variables, mientras que el 75 porciento restante de la cadena pesada es constante y
consiste en un grupo de tres regiones homologas. La semejanza entre las regiones constantes de las
cadenas ligeras y pesadas indica que éstas pueden haber evolucionado a partir de un gen ancestral
comun.

Las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas pueden dividirse en varios subgrupos. Por
ejemplo, con base en las diferencias en sus regiones variables, se distinguen cuatro subgrupos de cadenas
ligeras k y seis subgrupos de cadenas ligeras 1. Existen también tres subgrupos de regiones variables en

las cadenas pesadas

Dentro de las regiones variables existen tres dreas que muestran gran variacion [ver figura 8], y que se
conocen como regiones hipervariables, correspondiendo al sitio de combinacion del antigeno con el
anticuerpo.

Figura 8a Figura 8b

Afinidad hapteno-anticuerpo Afinidad hapteno-anticuerpo



El analisis por rayos-X ha demostrado que las moléculas de las inmunoglobulinas se forman de unidades
globulares compactas unidas por segmentos cortos de cadenas polipeptidicas mas o menos lineales [ver
figura 4]. Las secuencias de los aminoacidos de todos los dominios de las inmunoglobulinas comparten
el mismo esquema plegable basico, que consiste en siete cadenas b organizadas en dos hojas con
plegamiento b antiparalelo [ver figura 9]. La estructura basica, denominada pliegue de Ig, se encuentra
en todos los componentes de la familia del supergen de las inmunoglobulinas, incluyendo los marcadores
de superficie de las células T, CD3-¢, CD3-d, CD4 y CD8.

Figura 9

Estructura terciaria de las
inmunoglobulinas

La IgG puede dividirse en tres fragmentos por la papaina, una enzima preteolitica [ver figura 10]. Dos de
estos fragmentos son similares y se denominan Fab; el tercer fragmento se denomina Fec. La porcion Fe
es responsable de la actividad biologica de las diversas inmunoglobulinas; entre otras funciones, la
porcion Fe controla la capacidad de las inmunoglobulinas para unirse a las células, fijar complemento y
atravesar la placenta. Puede observarse que la papaina acttia sobre el extremo amino terminal de los
puentes S-S que mantienen unidas a las cadenas pesadas entre si.

Figura 10

Sitios de separacién de la
inmunoglobulina

Otra enzima proteolitica, la pepsina, divide a la molécula de IgG mas alla de los puentes S-S que unen a
las cadenas pesadas, dejando un fragmento de gran tamafo, F(ab'),, el cual tiene la capacidad de uniry
precipitar antigenos por su valencia doble y por su capacidad para formar una malla. En este
procedimiento, la digestion enzimatica divide a la fraccion Fc en muchos fragmentos pequenos. La
porcion que es susceptible a la digestion por ambas enzimas se denomina region de unién o de bisagra,
las enzimas proteoliticas pueden tener acceso a esta region porque contiene muchos residuos de prolina
que evitan que la cadena peptidica se pliegue y forme una hélice.

Los anticuerpos cataliticos son un tipo novedoso de inmunoglobulina.®” Estos anticuerpos monoclonales
se originan contra haptenos que recuerdan el estado de transiciéon de una reacciéon enzimatica, como la
hidrolisis del éster carboxilico. Los anticuerpos se comportan como enzimas cuando se mezclan con las
sustancias adecuadas.

SINTESIS DE ANTICUERPQOS (IN VITRO E IN VIVO)



Cuando el antigeno se introduce por primera vez al organismo, se presenta una respuesta primaria que se
caracteriza por una fase latente, que dura varios dias, durante la cual no se detectan anticuerpos; en
seguida se produce un aumento en la cantidad en suero de anticuerpos IgM, que suelen alcanzar un nivel
maximo después de siete dias. Al cabo de seis a siete dias, también se detectan anticuerpos IgG. El pico
de IgM empieza a disminuir antes de que se alcance el titulo maximo de IgG después de 10 a 14 dias; a
continuacion, los titulos de anticuerpos disminuyen y muy poco antigeno se detecta cuatro a cinco
semanas después de una dosis tinica de antigeno. En un segundo encuentro con el antigeno se producira
una respuesta secundaria (también denominada respuesta anamnésica o de refuerzo). Tanto los titulos
de IgM como los de IgG se elevan de manera exponencial, sin la fase latente que se observa en la
respuesta primaria [ver figura 11]. Mientras que el pico de IgM puede ser de la misma magnitud o
ligeramente mayor que el que se presenta durante la respuesta primaria, la respuesta de la IgG es mucho
mayor y dura mas tiempo. Esta variacion en la respuesta es una demostracion apropiada de la memoria
inmunologica, y se debe a la proliferacion de células B antigeno especificas y de células T cooperadoras
durante la respuesta primaria. Las caracteristicas de las respuestas primaria y secundaria explican la
necesidad de inyecciones de refuerzo en los programas de inmunizacién.

Figura 11

Respuesta al antigeno

Maduracién de la afinidad

Las propiedades de unién del anticuerpo cambian con el tiempo. A este proceso se le denomina
maduracion de la afinidad, e incluye el proceso de maduracién somatica y de seleccion. Después del
estimulo primario, los anticuerpos tienen una afinidad cada vez mayor por el antigeno segiin va pasando
el tiempo, y forman complejos antigeno-anticuerpo con una mayor estabilidad. Ademas, los anticuerpos
se vuelven menos especificos y presentan mas reacciones cruzadas con antigenos relacionados. En
realidad, la disminucion en la especificidad refleja el hecho de que las reacciones cruzadas, que
previamente eran muy débiles para ser detectadas, se vuelven aparentes al tener el anticuerpo mayor
afinidad por el antigeno.

Mecanismos de control

La IgG no se incrementa de manera indefinida, deben existir algunos mecanismos de control para
detenerla. Si esto no ocurriera, las células proliferantes escaparian al control y saturarian al organismo
con anticuerpos. De hecho, parecen existir varios mecanismos de control; primero, disminuye la
cantidad de antigeno. Segundo, existen evidencias considerables de que la IgG especifica contra antigeno
suprime por si misma la sintesis de IgG. Aunque puede suponerse en primer término que esta reacciéon se
produce por el simple bloqueo del antigeno, esta explicacién no es valida por completo debido a que la



porcion F(ab')2 de la IgG no suprime la sintesis de IgG de una manera tan eficaz como la molécula
completa de IgG. Tercero, tal vez participe la regulacion idiotipica [ver figura 7]. Por altimo, las células T
supresoras también ejercen control sobre la produccion de anticuerpos. De hecho, al encontrar titulos
inexplicablemente elevados de IgE en seres humanos, debe considerarse la posibilidad de una falta de
células T supresoras.

Competencia antigénica

Otro ejemplo del control de la producién de anticuerpos es el fendmeno de competencia antigénica. Si
ciertos antigenos se administran de manera secuencial o combinados, un antigeno impedira la
produccion de anticuerpos contra el segundo; por ejemplo, a menos que los toxoides tetanicos y diftérico
sean administrados en la proporcién correcta, un antigeno impedira una respuesta inmunologica contra
el otro. Asi mismo, cuando se inyecta una inmunoglobulina (i.e., a un conejo) se presenta una elevacion
de anticuerpos mucho mayor contra la porcion Fc que contra la porcion Fab. Si se inyectan cantidades
iguales de fragmentos Fab y Fc, entonces se producen anticuerpos contra los dos.

El analisis del fenomeno de la competencia antigénica sugiere que varios mecanismos se encuentran
relacionados. Es probable que uno de éstos sea la produccion, por las células T, de factores supresores no
especificos. Puede suceder que el primer antigeno administrado o el antigeno dominante estimulen la
produccion de factores de las células T, los cuales eviten la respuesta contra el segundo antigeno. Este
posible mecanismo de la competencia antigénica puede ser importante en la inmunosupresion
ocasionada por virus. De manera adicional, en algunos casos existe un limite en el nimero de células B
antigeno-especificas que pueden competir por los dos antigenos, lo cual es probablemente el mecanismo
que limita a los anticuerpos contra la porcion Fc de la molécula de la IgG cuando se inyecta la
inmunoglobuliina completa.

Cambio en la produccion

Como se menciono antes, la produccion de IgM va seguida por la produccion de IgG. En la actualidad
existe evidencia considerable de que las células productoras de IgM cambian hacia la produccion de IgG
[ver figura 12]; por ejemplo, la administracion de anticuerpos dirigidos contra la cadena pesada de la
IgM, la cadena i, puede evitar la produccién subsecuente tanto de IgM como de IgG, mientras que los
anticuerpos contra la cadena pesada de la IgG, la cadena g, s6lo evitan la sintesis de la IgG. Mas atn,
algunos pacientes tienen mielomas de las clases IgM e IgG y el analisis ha demostrado que estos
mielomas comparten el mismo idiotipo. En otras palabras, las regiones variables de sus cadenas ligeras y
pesadas son las mismas, pero las regiones constantes de sus cadenas pesadas difieren. Estas
observaciones no s6lo son de importancia para comprender la manera en que las células cambian de la
produccion de IgM a la produccion de IgG, sino que también tienen implicaciones importantes para el
control genético de la sintesis de inmunoglobulinas.



Figura 12

Desarrollo de células tronco

INMUNOGLOBULINAS COMO RECEPTORES
Receptores de células B

Ademas de secretarse, las inmunoglobulinas pueden expresarse en la superficie de las células B, en
donde acttian como receptores de antigenos.® Estas inmunoglobulinas de superficie de membrana
(IgSm) difieren de las inmunoglobulinas secretadas en que tienen un dominio transmembrana y son
monomeéricas. La primera IgSm que expresa una célula B es IgM, en una fase mas avanzada del
desarrollo se expresa en forma conjunta IgD [ver adelante, Origen genético de la diversidad de los
anticuerpos]. La IsSm no viaja a la superficie celular por si misma, sino que el proceso requiere la
formacién de un complejo consistente en la Ig y dos cadenas polipeptidicas denominadas Iga e Igb en el
reticulo endoplasmico [ver figura 13a]. El receptor de la célula B resultante se une a un antigeno. La
célula B procesa el antigeno y expresa un fragmento peptidico en una molécula del CPH de clase II en la
superficie celular para presentarlo a una célula T cooperadora. La estimulacion de la célula T activa a la
célula B, haciendo que se diferencie a una célula de memoria o plasmatica, que produce anticuerpos
secretorios especificos para el antigeno encontrado. Después de la diferenciacion terminal no se expresan
mas Iga o Igb. La célula plasmatica madura cesa de expresar IgSm, a pesar de que mantenga el ARN
mensajero (ARNm) para ésta.

Figura 13

Receptores de la célula By Fc

Receptores para Fc

Se expresan receptores para Fc en multiples células, incluyendo células cebadas, macrofagos, eosindfilos
y células tumorales. Los receptores para Fc estadn compuestos de una familia de moléculas y su funcién es
fijar la porcion Fe de las inmunoglobulinas a la célula. El receptor de Fc para la IgE (RFc,) sirve como

modelo para todos los receptores de este tipo [ver figura 13b].° Consiste en tres cadenas polipeptidicas,
designadas como a, b, y g. La cadena RFc, a es el sitio de union para la porcion Fe de la IgE. La RFc.b es

una molécula transmembrana que conecta a RFc.a con la RFc_ g, la cadena responsable de reclutar las

moléculas encargadas de las senales de transduccion.

ORIGEN GENETICO DE LA DIVERSIDAD DE LOS ANTICUERPOS



El aspecto mas intrigante del control genético de la sintesis de inmunoglobulinas es la diversidad del
producto: las células plasmaticas pueden producir anticuerpos que reaccionen con mas de 10° sitios
antigénicos diferentes. ¢Como puede el ADN codificar contra un ntimero tan grande de antigenos,
muchos de los cuéles existen (en la escala de la evolucion) desde hace muy poco tiempo?

La respuesta a esta pregunta ha empezado a surgir de los trabajos realizados utilizando técnicas de ADN
recombinante.'®"* En estos estudios, el ADN de células embrionarias o germinales (espermatozoides) se
compard con el ADN, el ARN nuclear y el ARN mensajero (ARNm) de plasmocitomas. Los resultados
indican, por ejemplo, que el ADN embrionario de la cadena ligera k codifica mas de 300 regiones
variables (V), cinco regiones de union (J) y una region constante (C). Las regiones Vy J se encuentran
separadas del segmento C por una porcion de ADN. Por lo tanto, el ADN embrionario tiene la capacidad
para formar al menos 1,500 combinaciones diferentes de V y J; en otras palabras, por lo menos 1,500
cadenas ligeras k diferentes.

La aparicion de estas lineas celulares individuales es el resultado de la recombinacion somaética en el
ADN y de la union del ARN [ver figura 14]. Al diferenciarse las células embrionarias en células
plasmaticas, delecciones en el ADN hacen que uno de los genes V, escogidos al azar, sea adyacente a uno
de los genes J. Esta unidad V-J y el resto de las regiones J estan separadas del gen C por una porciéon
corta de ADN. En el siguiente paso, el ADN es trancrito al ARN nuclear y la secuencia queda lista para un
segundo rearreglo.

Figura 14

Linajes de células plasmaticas

Este evento se inicia cuando una enzima rompe el ARN nuclear para producir ARN mensajero (ARNm).
En un proceso denominado uniéon del RNA, el segmento que separa a la region o unidad V-J de la regiéon
C es removido junto con los segmentos J sobrantes. El segmento V-J-C restante se traduce en una de las
1,500 o0 mas proteinas de las cadenas ligeras k. En realidad el namero es mayor por el hecho de que la
unioén de cualquier porcion V con J puede afectar alguna entre una variedad de secuencias de bases
apareadas en el sitio de recombinacion.

La variabilidad en la cadena pesada también contribuye de manera importante a la especificidad de un
anticuerpo. Esta variabilidad es consecuencia de un proceso que incluye la recombinacién somatica y la
uniéon de ARN, similares al proceso que crea la variabilidad en las cadenas ligeras. El ADN embrionario
lleva las instrucciones para la formacion de varios cientos de genes V de cadena pesada, seis regiones J,
10 a 20 regiones D (diversidad) y nueve genes C (estos genes C codifican las clases de cadenas pesadas:
IgM, IgD, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA1, IgA2 e IgE). La delecion de ADN, su transcripcion al ARN
nuclear y la union del ARN producen la secuencia V-C-J-J final en el ARNm, que es codificada por los



ribosomas a una proteina de cadena pesada.

La operacion aritmética se encuentra ahora completa: puede calcularse que el mecanismo ADN-ARN de
cadena pesada produce mas de 18,000 variedades posibles (la especificidad del anticuerpo no varia con
la clase del mismo, por lo que los nueve genes C no entran en el calculo). La combinacién de las més de

1,500 variedades de cadenas ligeras con las 18,000 variedades de cadenas pesadas podria producir mas
de 27 millones de anticuerpos diferentes con sitios de combinacién para antigenos diferentes.

De esta manera, pareceria que la diversidad de los anticuerpos en las cadenas ligeras k y en las cadenas
pesadas puede ser producida por la recombinacién somatica de los genes de las lineas germinales. Sin
embargo, esta no es la iinica base para la generacion de diversas moléculas de anticuerpos. Los estudios
realizados en la cadena ligera | indican un mecanismo adicional. Estas cadenas son muy similares entre si
y solo muestran variacion ocasional en su secuencia de nucleétidos. En vista de que solo se ha
encontrado un segmento Cl, por genoma haploide, s6lo las mutaciones en punto pueden explicar este
hallazgo. Se han encontrado variantes somaticas semejantes en las cadenas ligeras k y en las cadenas
pesadas. La frecuencia de mutacion somaética es relativamente elevada (un par de bases por cada 1,000
divisiones celulares).

Las secuencias cortas y muy conservadas de ADN que limitan los segmentos V, D y J son utilizadas por la
célula como senales para el rearreglo de los genes de las inmunoglobulinas [ver figura 15]."*'* Estas
secuencias de ADN consisten en siete pares de bases (heptamero) y de una secuencia de nueve pares de
bases (nonamero) separadas por 12 6 23 pares de nucleétidos al azar, que constituyen los nucleétidos de
dispersion. Una vuelta de la hélice del ADN equivale aproximadamente a doce pares de bases; por lo
tanto, las secuencias que contienen nucleétidos de dispersion de doce pares de bases se denominan
senales de una vuelta. En forma analoga, las secuencias que contienen nucle6tidos de dispersion de 23
pares de bases, equivalentes a dos vueltas de la hélice de ADN, se denominan sefales de dos vueltas. La
recombinacion de los segmentos de los genes de las inmunoglobulinas parece depender del
apareamiento de estas sefiales de recombinacién complementaria; sin embargo, al parecer el
apareamiento solo ocurre entre las sefiales de una de dos vueltas (la regla de unién de una o dos vueltas).
La distribucién de los dos tipos de secuencias de recombinacién garantiza que s6lo puedan ocurrir ciertas
recombinaciones de genes.

Figura 15a Figura 15b

Diferenciacion y rearreglo en Diferenciacion y rearreglo en
células Ty B células Ty B



El mecanismo de rearreglo V-D-J es caracteristico de las células inmunocompetentes, y emplea el
mecanismo general de reparacion del ADN. Dos de los genes incluidos en el rearreglo V-D-J en las
células T y B son los genes activadores de la recombinacién rag1 y rag2."® La ruptura de estos genes
causa un bloqueo en el desarrollo de las células B antes de la transicion de células pro-B a pre-B.'# Del
mismo modo, la alteracion del gen de la IgM de superficie, de la region J de la cadena pesada o de la
region J de la cadena ligera k causa un bloqueo parecido en el desarrollo de las células B.

Los genes que codifican a las cadenas pesadas de IgM e IgD (los genes p y d) desempenan una funciéon
muy importante en la respuesta primaria, que ocurre como resultado de la primera exposicion al
antigeno. Las células B iniciales expresan sélo IgM sobre su superficie; més tarde en la ontogenia, se
expresa la IgM en la membrana celular junto con el producto final del gen de IgD. La IgM aumenta
durante la ontogenia, alcanzando concentraciones en las células plasmaticas completamente
diferenciadas alrededor de 100 veces mas altas que las concentraciones en las células pre-B. Cuando las
células B se diferencian, la IgD unida a la membrana disminuye hasta una concentraciéon aproximada del
10 porciento de la IgM unida a la membrana. Junto con estos cambios cuantitativos ocurre una mayor
modulacion del desarrollo de las formas secretadas y unidas a la membrana de cada cadena pesada. Las
formas de membrana de IgM e IgD predominan en las etapas iniciales en vista de que constituyen
receptores para antigenos especificos. Sin embargo, ocurre un cambio al final de la diferenciacion que
ocasiona la produccion casi exclusiva de la forma secretada de IgM. Aunque la IgD es un isotipo

abundante en la superficie celular, es secretada solo en pequefias cantidades.'>'

En el cambio de produccién de IgM a IgG que constituye la respuesta de refuerzo, los genes de la region
constante son separados del ADN de la célula plasmatica antes de que ocurra la transcripciéon al ARN.78
Por ejemplo, si la célula cambia hacia la produccion de IgG3, los genes para py d son suprimidos [ver
figura 16]. Después de la transcripcion, la union del ARN produce un mensajero con la secuencia V-D-J-
Cgg, la cual se traduce a la proteina.

Figura 16

Respuesta inmune secundaria

HIBRIDOMAS DE LINFOCITOS

El desarrollo del hibridoma de linfocitos, productos de fusion celular, tiene implicaciones revolucionarias
para la inmunologia y la medicina clinica.' Los hibridomas de linfocitos constituyen el medio por el cual
pueden producirse titulos muy altos de anticuerpos puros, muy especificos, para fines experimentales.
Con este recurso los inmunoélogos han sido capaces de incrementar y profundizar el conocimiento de las
funciones del sistema inmune. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales han ayudado a definir los
productos genéticos del CPH y muchos marcadores de superficie de las células hematopoyéticas, y han



sido importantes para estudiar las bases de la mutacién somatica en los genes de los anticuerpos. En el
campo clinico, la produccion de estos anticuerpos ha permitido realizar pruebas serologicas de mucha
mejor calidad. Se han usado anticuerpos monoclonales para eliminar células T y células tumorales antes
del trasplante de médula 6sea, y también en receptores de trasplante para evitar el rechazo de rifién o
higado al disminuir el nimero de células T citotoxicas.

El hibridoma de linfocitos, tal y como fue desarrollado por Kohler y Milstein, es el producto de la fusion
de una célula de mieloma de ratén y un linfocito obtenido del bazo de un ratén inmunizado con un
antigeno especifico. La fusion puede lograrse empleando una variedad de virus o polietilenglicol. El
resultado es una célula tinica con dos ntcleos. Después, la membrana nuclear se rompe y los
cromosomas se dividen y se distribuyen al azar entre las dos células hijas, los hibridomas de linfocitos.

Estas manipulaciones se llevan a cabo en un medio selectivo. Las células de mieloma, las cuales son
incapaces de crecer en este medio, debido a que carecen de las enzimas necesarias, mueren. Aunque las
células esplénicas poseen esta enzima, también mueren, debido a que no son capaces de replicarse de
manera indefinida; sin embargo, las células hibridas tienen tanto la enzima del linfocito como la
capacidad de la célula de mieloma para sobrevivir de manera indefinida, de manera que viven y al
hacerlo inmortalizan la capacidad de la célula esplénica para elaborar anticuerpos especificos.

Los hibridos pueden crecer y ser clonados. El medio de cultivo de las clonas se prueba en busca de
anticuerpos contra el antigeno deseado, de manera que las clonas positivas pueden ser seleccionadas y
cultivadas en masa, in vitro o in vivo. De cualquier manera, debido a que se originan de una clona tnica,
las células productoras de anticuerpos elaboran un solo tipo de anticuerpo en grandes cantidades. En
comparacion, las técnicas clasicas producen sueros que contienen un amplio espectro de anticuerpos
diferentes al deseado, aun cuando la titulacion sea muy elevada.

Un raton que tenga hibridomas de linfocitos producira anticuerpos especificos (por ejemplo, contra un
antigeno de superficie linfocitario), en una cantidad mayor que todos los anticuerpos contra este
antigeno sintetizados por muchos investigadores en todo el mundo. Tal anticuerpo puede tener titulos
por millones, un fen6meno sin precedentes; asi mismo, debido a que el anticuerpo se dirige contra un
antigeno unico, puede ser empleado para aislar ese antigeno.

ANTICUERPOS MONOCLONALES HUMANOS

En la actualidad existen varios métodos para elaborar anticuerpos monoclonales humanos. El primero
consiste en tomar el ADN complementario que codifica un anticuerpo monoclonal murino y remplazar
en forma sistematica las secuencias murinas con secuencias humanas. El ADN que codifica para las
regiones constantes de las cadenas pesadas y ligeras humanas remplaza las secuencias de ADN murinas
de las regiones variables con humanas por medio de mutagénesis, dejando las regiones hipervariables
intactas. Una desventaja de este método es que el marco de lectura de las regiones variables puede
afectar la afinidad. Por lo tanto, las inmunoglobulinas humanizadas pueden requerir mutaciones



adicionales para aumentar su afinidad.

Otro método de humanizar anticuerpos monoclonales murinos consiste en tomar un segmento grande de
ADN humano que incluya varias de las regiones variables humanas y todas las regiones constantes
humanas e introducir este segmento en el genoma murino. Este raton transgénico se cruza con un raton
en el que exista ruptura dirigida de la region J de los genes de las cadenas pesadas de Ig y ligeras k.*°
Puede entonces inyectarse cualquier antigeno al raton transgénico, y producira anticuerpos
monoclonales humanizados. Debido a que el raton transgénico contiene un nimero limitado de regiones
variables humanas, la potencia de estos anticuerpos depende de la mutacién soméatica natural y de la
maduracion de la afinidad que ocurra en el raton.

Un tercer método de generar anticuerpos monoclonales humanos consiste en construir bibliotecas
(inventarios) de regiones variables humanas en bacterias o en bacteriofagos. El anticuerpo puede
expresarse en la superficie de la bacteria o el bacteridfago y seleccionarse por afinidad al antigeno de
interés.

Los anticuerpos monoclonales son de gran utilidad para investigar los mecanismos de la respuesta
inmune. Por ejemplo, se usan para aislar antigenos de la superficie celular y definir subgrupos de
linfocitos o de otras células. Son un instrumento ideal para producir grandes cantidades de anticuerpos
homogéneos para estudiar la estructura fina del sitio de combinacion del anticuerpo con un antigeno
especifico. También se han usado los hibridomas de linfocitos para determinar la base genética de la
generacion de la diversidad en la formacion de anticuerpos. Administrados in vivo, los anticuerpos
monoclonales permiten investigar el papel de varios subtipos de linfocitos que regulan el sistema
inmune, al eliminarlos o activarlos. También se emplean para neutralizar diversas citocinas y para definir
su funcion en la inmunorregulacién e inflamacion.

Los anticuerpos monoclonales pueden ser muy ttiles en otros campos ademas de la inmunologia. Por
ejemplo, los anticuerpos contra los receptores hormonales pueden ser capaces de unirse al receptor y
modificar una respuesta endocrina.

Receptores de células T

A diferencia de los receptores de inmunoglobulinas de las células B, que pueden reconocer antigenos
libres, los receptores de células T so6lo reconocen antigenos combinados con antigenos autélogos del
complejo principal de histocompatibilidad, por lo general sobre la superficie de los macrofagos. Las
células T cooperadoras o CD4" (asi como las pocas células T citotoxicas CD4"), requieren moléculas clase
II del CPH, y las células T citotoxicas CD8" requieren moléculas clase I del CPH. Este fendémeno se
conoce como restriccion del CPH. La capacidad de las células T para reconocer estas moléculas del CPH
propias se establece en el timo antes de que los linfocitos se expongan al antigeno .

Las moléculas que forman el receptor de la célula T y los genes que codifican estas moléculas se han



aislado y se estan definiendo mediante el uso de anticuerpos monoclonales que reconocen las clonas de
células especificas (clonotipicas), hibridomas y linfomas de células T*'">3 y con el empleo de tecnologia de
ADN recombinante.*#” Existen datos convincentes de que el receptor de las células T esta compuesto de
seis polipéptidos distintos conocidos como complejo CD3-receptor de células T (RCT-CD3)?® [ver figura
17]. Del 85 al 95 porciento de los linfocitos de la sangre periférica tienen receptores RCT-ab y s6lo el
cinco al 15 porciento tienen RCT-gd. Parece que los receptores gd son expresados por un subgrupo de
linfocitos derivados del timo diferentes a las células que expresan RCT-ab. La porcién del complejo RCT-
ab que reconoce al antigeno esta compuesta de dos cadenas polipeptidicas glucosiladas, denominadas
RCT-a (45-55 kd) y RCT-b (37-45 kd), que estan unidas por puentes disulfuro, formando un
heterodimero de 90 kd. Las cadenas polipeptidicas correspondientes en el complejo RCT-gd consisten en
RCT-g (45 a 55 kd)*° y RCT-d (35 a 45 kd). El mapeo de péptidos y la identificacion de la secuencia de los

aminoéacidos de los heterodimeros en clonas de linfocitos con diferentes especificidades antigénicas,
muestran que cada una de las cadenas de RCT-a, RCT-b, RCT-g y RCT-d contienen porciones variables

(V) y constantes (C) anélogas a las observadas en las inmunoglobulinas. No resulta sorprendente la
presencia de regiones variables en moléculas que deben reconocer diversos antigenos. Las células RCT-ab
pueden funcionar como células cooperadoras o como células asesinas, pero la inica funcion relacionada

con las células RCT-gd es la citotoxicidad. Se ha demostrado que algunas células RCT-gd producen

lesiones cutaneas en la lepra.3°

Figura 17

Receptor célula T/complejo
CDs3

Los heterodimeros de RCT-ab y RCT-gd estan muy relacionados con las proteinas CD3: CD3-g (25 a 28
kd), CD3-d (20 kd), Cd3-e (20 kd) y CD3-s (16 kd) [ver figura 16]. Se ha utilizado un grupo de
anticuerpos monoclonales, incluyendo OKT3, anti-Leu-4 y UCHT1, para identificar las proteinas CD3
(con mayor frecuencia (CD3-¢) en todas las células periféricas de sangre periférica y en el 30 al 60
porciento de los timocitos. Todos los demas timocitos, excepto un pequeiio porcentaje, expresan una baja
concentracion de CD3 y RCT en su superficie.

Al llegar al timo para convertirse en una célula T, el pretimocito expresa genes CD3 de inmediato, pero
solo en el interior de la célula. Este timocito CD3-, RCT- en la superficie (CD3" en el citoplasma) se
desarrolla en un compartimiento del timo que no tiene moléculas de superficie CD4 y CDS8, por lo que se
denomina timocito CD4°, CD8" o doble negativo (DN). En un subcompartimiento de los timocitos DN
ocurre rearreglo y expresion del locus RCT-b (determinado por los genes rag1 y rag2, ademas de otros
genes desconocidos). Por el contrario, el rearreglo y expresion del RCT-a ocurre en una etapa mas tardia

del desarrollo, en un compartimiento en el que los timocitos expresan moléculas de superficie tanto CD4



como CD8 para volverse timocitos CD4", CD8" o doble positivas (DP). El complejo RCT-CD3 se expresa
completo en la superficie celular solo hasta esta fase del desarrollo de los timocitos DP. Una vez
expresado, el complejo RCT-CD3 es responsable del proceso de seleccion positiva o negativa. Para la
seleccion positiva el complejo RCT-CD3 tiene que reaccionar con un fragmento peptidico unido a una
molécula de clase I del CPH para producir una célula T CD8" o con un fragmento peptidico unido a una
molécula de clase II del CPH para producir una célula T CD4*, ambas conocidas como células sencillas
positivas. Esta via de desarrollo ha sido confirmada por mutaciones del RCT producidas en ratones en los
que se han eliminado genes especificos [ver figura 18]. Los ratones en los que se eliminaron los genes
ragi, rag2 u otros que gobiernan la expresion del locus RCT-b presentaron un bloqueo en el desarrollo
de los timocitos a nivel del timocito DN.3' Por el contrario, la eliminacién del gen del RCT-a causa

bloqueo del timocito DP. La alteracion de los genes CD3 provoca bloqueo parcial del desarrollo de los
timocitos por la redundancia de los componentes del CD3.

Figura 18

Via de desarrollo de una célula
T

La expresion de las proteinas CD3 y RCT sobre la superficie celular es dependiente en forma mutua:
ninguno de los componentes se observa sobre la superficie de las células T sin el otro. Por ejemplo, las
células mutantes que no producen transcritos de ARNm de la cadena RCT-b carecen por completo de las
proteinas de superficie CD3 y RCT; la transferencia de una copia normal del gen de la RCT-b en estas
células restablece la transcripcion y produce un nivel normal de las proteinas CD3 y RCT sobre la
superficie celular. Ademas, la incubacion de células T con anticuerpos dirigidos contra el RCT o el CD3 (o
la incubacién de células T antigeno-especificas con péptidos antigénicos especificos) causa
comodulacion, esto es, la desaparicion del RCT y el CD3 de la superficie celular y su aparicion en cuerpos
multivesicales que mas tarde se fusionan con lisosomas. La comodulacion se acompana de la pérdida de
funciones antigenoespecificas. El RCT y el CD3 se vuelven a expresar alrededor de 49 horas después de
extraer los anticuerpos moduladores.

Los datos estructurales y funcionales indican que las actividades del receptor de células T se distribuyen
entre las subunidades del complejo RCT-CD3: los polipéptidos del RCT (a, b, g y d) unen al antigeno y a

los productos del gen del CPH, y las proteinas CD3 traducen la sefial de union al citoplasma de la célula
T, lo que produce la activacion de las funciones de la célula T.

RECEPTORES DE CELULAS T 'Y GENES CD3

La organizacion de los genes que codifican las cadenas a, b, g, y d del receptor de las células T humanas

[ver figura 19] es anéloga a la de los genes de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas; existen



segmentos variables, de diversidad y de union, que estan limitados por secuencias de reconocimiento que
modulan la recombinacion antigeno especifica [ver antes, Anticuerpos].3*32 De este modo, la diversidad
de los receptores de las células T se genera en gran parte por los mismos mecanismos utilizados por las
células B en la produccion de las inmunoglobulinas.?* De hecho, las células T y B utilizan la misma

enzima de recombinacion, o recombinasa.3*

Figura 19

Locus del RCT-beta

Las secuencias genoémicas que codifican la cadena RCT-b contienen dos genes de la region constante muy

similares, Cy,, y C,,, cada uno de los cuales se asocia con un grupo de seis o siete secuencias J y una
secuencia D tnica [ver figura 19a]. Existen al menos 70 genes V,, que se relacionan con dos genes C,,. El

rearreglo de los segmentos del gen de la cadena b permite la produccion de aproximadamente 3,600

cadenas b diferentes.

Los genes del receptor a de las células T estan distribuidas en forma diferente [ver figura 19b]. Un sélo

gen C, esta precedido por una cadena muy grande de ADN compuesta de por lo menos 50 secuencias J

distintas. No se ha demostrado de manera directa la presencia de un segmento del gen D,. Algunas

secuencias V, se organizan como familias de genes relacionados. El rearreglo de los segmentos del gen de

la cadena a puede representar cerca de 2,500 polipétidos diferentes. Por lo tanto, se pueden formar 9 X
10° RCTab. Aunque no se han detectado mutaciones sométicas en los receptores de células T, la
recombinacion imprecisa contribuye a la variabilidad de las cadenas RCT-a y RCT-b. Por consiguiente, la

cantidad de RCT-ab puede ser considerablemente mayor de 9 X 10°.

Los genes de cadenas RCR-b y RCT-g se han localizado en el cromosoma 7 y los genes de las cadenas
RCT-ay RCT-d en el cromosoma 14, mediante el uso de hibridos de células somaticas de roedores y
humanos y por técnicas de hibridacion in situ [ver tabla 3]. Los genes para RCT-b y RCT-g se han
localizado en brazos opuestos del cromosoma 7. Estos estudios de mapeo cromosémico indican que los
genes del receptor de células T no est4n ligados al complejo principal de histocompatibilidad. Aunque
existe cierta superposicion en la localizacion cromosomica de los genes del receptor de células T y de las
inmunoglobulinas, no hay consistencia entre las especies: los genes de la RCT-a y de las cadenas pesadas
de las inmunoglobulinas se mapean en el cromosoma 14 en humanos pero se encuentran en cromosomas
separados en el raton, y los genes de las cadenas k de las inmunoglobulinas y de la RCT-b se localizan en

el cromosoma 6 en el raton pero no estan relacionados en el genoma humano [ver tabla 3].



Tabla 3 Localizacion cromosomica de algunos genes importantes del
sistema inmune

Gen Cromosoma humano
RCT-a 14
RCT-b 7
RCT-g 7
RCT-d 14
CD3-g 11

11
CD3-d u
CD3-¢ )
RCT-s 14
Ig-H o
Ig-k 22
Ig-1 6
CPH
CD1

RCT: Receptor de células T. CD3: Antes denominado T3.
Ig-H: cadena pesada de inmunoglobulinas.

Los genes CD3-g, CD3-d CD3-e y CD3-s se transcriben en todas las células T, pero no se rearreglan. El
CD3-g, CD3-d y CD3-¢ son codificados en la porcion distal del brazo largo del cromosoma 11 humano
(11g23-11qter); el CD3-s se localiza en el cromosoma 1 [ver tabla 3]. Los genes CD3-g, CD3-d y CD3-¢ se
agrupan en una zona del cromosoma 11 con una extension de cerca de 50,000 pares de bases. Su
expresion especifica en las células T es regulada por lo menos por dos factores potenciadores localizados
justo hacia adelante de los genes CD3-d y CD3-e.353° Se considera que los genes CD3 desempefian una
funcidn crucial en el inicio de la diferenciacion intratimica. Estos genes de las cadenas de CD3 no estan
relacionados con los genes del CPH, del RCT o de las inmunoglobulinas, ni en humanos ni en ratones.

Respuesta inmune humana en modelos animales

Los ratones transgénicos son muy utiles en el estudio de la expresion del gen del receptor de las células T
debido a un fendémeno conocido como exclusion alélica, que también ocurre en los genes de las
inmunoglobulinas. La exclusion alélica se refiere al hecho de que una vez que ocurre el rearreglo del gen
del RCT en un cromosoma, se inhibe el rearreglo subsecuente en el otro cromosoma. Por consiguiente,
cuando se introduce un gen RCT-a o RCT-b rearreglado exdgenamente en las células germinales de un



raton, se inhibe de manera notable el rearreglo endogeno de los genes RCT-a o RCT-b. Los estudios
realizados en ratones transgénicos han demostrado que los mecanismos para la seleccion de
autoantigenos (especificamente las moléculas de las clases I y IT del CPH) desempenan una funcion
importante en la diferenciacion final de las células T. Por ejemplo, en una serie de experimentos se
aislaron los genes RCT-a y RCT-b de la clase I del CPH de una clona de células T citotoxicas CD4", CD8*

especifica para el antigeno H-Y masculino.3”:3® Estos genes RCT-a y RCT-b antigeno-especificos

rearreglados, fueron inyectados enseguida en los 6vulos fertilizados murinos; la progenie que incorpord
en su genoma el ADN inyectado (i.e., ratones transgénicos) fue utilizada para realizar més estudios.

El anélisis de los timocitos y de las células T de ratones transgénicos demostr6 que la interaccion
especifica entre el receptor de las células T sobre la superficie celular de timocitos inmaduros y los
antigenos timicos de la clase I del CPH determinaba las etapas finales de la diferenciacion. Al parecer, las
células T autorreactivas son eliminadas por seleccion negativa, ya que en los ratones varones, las células
T autoespecificas (i.e., especificas para el antigeno H-Y y restringidas por moléculas especificas de la
clase I del CPH) son suprimidas en el timo. Varios estudios realizados en ratas transgénicas (sin el
antigeno H-Y) aportaron datos acerca del reconocimiento intratimico de los antigenos de la clase I del
CPH y demostraron que la seleccion positiva también afectaba la diferenciacion de las células T
inmaduras. En primer lugar, la frecuencia relativa de los timocitos CD4", CD8" fue mayor en los ratones
transgénicos que en la especie del raton original o en otros ratones que portaban alelos clase I del CPH
diferentes. En segundo lugar, s6lo las células T CD4", CD8" expresan altas concentraciones de cadenas
polipeptidicas transgénicas RCT-a y RCT-b sobre su superficie celular. En tercer lugar, en los
experimentos realizados para reconstruir la poblacion celular de timos con células tronco de ratones
transgénicos RCT-ab, ratones transgénicos RCT-b, y ratones normales, solo las células madre
transgénicas RCT-ab se asociaron con una proporcion elevada de células CD4, CD8". Por lo tanto, parece
que la interaccion especifica entre el receptor de las células T sobre los timocitos inmaduros CD4°, CD8"
y el antigeno de la clase I del CPH, provoca la diferenciacion de estos timocitos en células T maduras
CD4, CD8". Otros experimentos indican que el reconocimiento de los antigenos de la clase II del CPH
controla la diferenciacion de células CD4, CD8" en células T maduras CD4, CD8". Por consiguiente, los
modelos experimentales con ratones transgénicos apoyan la hipotesis de que los mecanismos de
seleccion positiva y negativa intervienen en la diferenciacion de timocitos humanos inmaduros en células
T CD4" y CD8" con capacidad funcional.

El rat6n "humano" con inmunodeficiencia combinada severa (ratén con IDCS-hu) es un modelo murino
experimental utilizando para el analisis de la diferenciacion y de la funcion hematolinfoide humana, pero
también constituye una forma mas directa para estudiar el sistema inmune humano que el modelo con
ratones transgénicos.>"#' El raton con IDCS tiene una deficiencia muy importante de linfocitos; las
células de la poblacion B o T no pueden detectarse por medio de estudios serologicos o funcionales. Al
injertar células hematopoyéticas hepaticas, tejido del timo y de los ganglios linfaticos de fetos humanos
al rat6n con IDCS, se observo diferenciacion de células humanas T y B maduras. Se ha detectado un
aumento temporal de células T CD4" y CD8* humanas, ademés de IgG humana, en la circulaciéon



periférica de estos ratones con IDCS-hu. Las células T CD4* humanas del ratén con IDCS-hu pueden ser
infectadas por el virus del SIDA.#* El modelo de la IDCS-hu tendra multiples aplicaciones en el estudio de
la respuesta inmune y de las enfermedades inmunolégicas humanas.
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Figuras

Figura 1a Molécula de hemaglutinina La molécula de hemaglutinina del virus de la influenza, que
contiene los polipéptidos HA1 (verde) y HA2 (azul), estimula la producciéon de anticuerpos contra
sitios especificos en la superficie de la proteina (violeta), después de la infeccion ( a ). Pueden
producirse anticuerpos contra mas sitios cuando se utilizan fragmentos péptidos de la molécula para
inmunizacién (b ).



Figura 1b Molécula de hemaglutinina La molécula de hemaglutinina del virus de la influenza, que
contiene los polipéptidos HA1 (verde) y HA2 (azul), estimula la produccion de anticuerpos contra
sitios especificos en la superficie de la proteina (violeta), después de la infeccion ( a ). Pueden
producirse anticuerpos contra mas sitios cuando se utilizan fragmentos péptidos de la molécula para
inmunizacion (b).
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Figura 2 Sitio de unién anticuerpo-hapteno El sitio de combinacién de un anticuerpo monoclonal
murino se complementa en forma precisa con la forma del hapteno fosforilcolina. La union se lleva a
cabo a través de interacciones no covalentes: atracciones electrostaticas, uniones hidrogeno y
fuerzas de van der Waals.



Unidn con el antizenn Fah

Mediacion de la
artividad binlogica T

n

¥

Regiones
hipervaridhles
de la cadena ligera

Regiones hipervariahles
de 1a cadena pesada

Carbolidrato

Begidn de uridn al receptor Fe

Figura 3 Estructura de la inmunoglobulina La molécula de inmunoglobulina consiste de dos cadenas

pesadas unidas a

dos cadenas ligeras por puentes disulfuro. Los cuadros azules presentan los

puentes S-S intracadenas; las barras azules indican los puntos S-S intercadenas. En el recuadro se
muestra la localizacion de todos los puentes disulfuro. Tanto las cadenas pesadas como las ligeras
tienen regiones cuya secuencia de aminoacidos es constante o variable. Las regiones variables

también contienen

regiones hipervariables.



Figura 4a Estructura del anticuerpo Una molécula de anticuerpo es una proteina en forma de Y
constituida por cuatro cadenas polipeptidicas ( a ). Dos cadenas pesadas (azules) se extienden
desde el tronco de la Y hacia los dos brazos, las dos cadenas ligeras (verdes) se limitan a los
brazos. Cada polipéptido tiene regiones constantes (amarillo y blanco) y regiones variables (rojo).
Todos los anticuerpos de un tipo determinado tienen las mismas regiones constantes, pero las
regiones variables difieren entre una clona de células B y las otras. Al final de cada brazo las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera se doblan para formar el sitio de union del
antigeno. El modelo esquematico muestra la estructura de dominio de una molécula de anticuerpo (
b ); el dominio comparte un patron de doblez caracteristico, que también se observa en las proteinas
del receptor de la célula T y en las proteinas del complejo principal de histocompatibilidad.



Figura 4b Estructura del anticuerpo Una molécula de anticuerpo es una proteina en forma de Y
constituida por cuatro cadenas polipeptidicas ( a ). Dos cadenas pesadas (azules) se extienden
desde el tronco de la Y hacia los dos brazos, las dos cadenas ligeras (verdes) se limitan a los
brazos. Cada polipéptido tiene regiones constantes (amarillo y blanco) y regiones variables (rojo).
Todos los anticuerpos de un tipo determinado tienen las mismas regiones constantes, pero las
regiones variables difieren entre una clona de células B y las otras. Al final de cada brazo las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera se doblan para formar el sitio de unién del
antigeno. El modelo esqueméatico muestra la estructura de dominio de una molécula de anticuerpo (
b ); el dominio comparte un patron de doblez caracteristico, que también se observa en las proteinas
del receptor de la célula T y en las proteinas del complejo principal de histocompatibilidad.
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Figura 5 Polimeros de inmunoglobulinas Las inmunoglobulinas humanas pueden aparecer como
mondmeros (formas de IgG, IgA 1, IgA 2, IgD), como dimeros (IgA) o como pentameros (IgM). La
estructura depende de la secuencia de aminoacidos y del patron de los puentes disulfuro que tengan
las moléculas. Los cuadros representan a las uniones intracadenas; las barras indican los puentes
intercadenas. Cada polimero de inmunoglobulina se estabiliza por una cadena J asociada (no
mostrada en la figura).



Figura 6 Secrecion de IgA Las células plasmaticas secretan moléculas IgA en la circulacién general
como monomeros o dimeros ( a ). El dimero circulante puede combinarse con un receptor
transportador de la mucosa de la superficie de la célula epitelial ( b ). Al transportarse el complejo
receptor-anticuerpo a través de la célula, el receptor se divide. La porcion del receptor que
permanece unida al dimero de anticuerpos se denomina fragmento secretor ( ¢ ). El receptor
transportador de la mucosa contiene cinco dominios parecidos a las inmunoglobulinas y esta
anclado en la membrana por un segmento proteoliticamente labil ( d ). La pieza secretora esta unida
a la regién constante de la IgA por puentes disulfuro ( e ).
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Figura 7 Modelos murinos La inyeccién de un hapteno unido a una proteina portadora en un ratén
de la cepa A origina que el animal experimental produzca un anticuerpo antihapteno (Ab 1) (a). Si
este anticuerpo se inyecta en otro ratdén de la cepa A, se forma un nuevo anticuerpo anti-idiotipico
(Ab 2 ). Normalmente las moléculas Ab 1 y Ab 2 reaccionan para formar un precipitado ( b) , pero en
presencia del hapteno especifico se bloquea la reaccién. Estos resultado indican que el sitio de
unién del hapteno se encuentra en la misma region que el sitio determinante idiotipico.
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Figura 8a Afinidad hapteno-anticuerpo En los experimentos de afinidad, el hapteno se encuentra
unido de manera irreversible a una inmunoglobulina. Después de la digestion y colocacion de
aminoacidos en secuencia, puede verse que el sitio de combinacion hapteno-anticuerpo (flechas)
coincide con las regiones hipervariables (barras azules) tanto de las cadenas ligeras ( a ) como de
las pesadas ( b ) del anticuerpo. La capacidad de las inmunoglobulinas para responder de manera
especifica a una gran cantidad de antigenos puede explicarse por la presencia de estas secuencias
hipervariables de aminoacidos en el sitio de combinacion.
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Figura 8b Afinidad hapteno-anticuerpo En los experimentos de afinidad, el hapteno se encuentra
unido de manera irreversible a una inmunoglobulina. Después de la digestion y colocacion de
aminoacidos en secuencia, puede verse que el sitio de combinacién hapteno-anticuerpo (flechas)
coincide con las regiones hipervariables (barras azules) tanto de las cadenas ligeras ( a ) como de
las pesadas ( b ) del anticuerpo. La capacidad de las inmunoglobulinas para responder de manera
especifica a una gran cantidad de antigenos puede explicarse por la presencia de estas secuencias
hipervariables de aminoéacidos en el sitio de combinacion.
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Figura 9 Estructura terciaria de las inmunoglobulinas Esquema que ilustra la estructura carbono-alfa
de los dominios variable ( a ) y constante ( b ) de una cadena ligera de una lg, y que muestra el
patrén de plegado comdn en muchas proteinas que intervienen en la respuesta inmune. Cada region
contiene siete cadenas B que forman una placa con plegamiento B. Las cadenas B de la cara
anterior de la placa muestran color més obscuro, las cadenas més claras se encuentran en la region
posterior. Los nimeros 1, 2 y 3 indican las regiones hipervariables.
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Figura 10 Sitios de separacion de la inmunoglobulina La molécula de IgG es susceptible a digestion
enzimatica en la regién de bisagra. La pepsina divide a la molécula por debajo del puente disulfuro
entre las dos cadenas pesadas, lo que origina una molécula grande F(ab') 2 y fragmentos pequefios
de Fc. La papaina divide a la molécula de 1gG por arriba del puente disulfuro en tres partes, dos
fragmentos Fab y un fragmento Fc.



| I |
Bespuesta secundaria e
2
£
=
e
8 Fespuesta prirnaria
|
: LY
L] \
Linfizenin Linfizenin

Figura 11 Respuesta al antigeno Después de la introduccion de un antigeno hay un periodo de
varios dias antes de que pueda detectarse la respuesta primaria, medida como concentracion de
anticuerpos. Si se introduce el mismo antigeno por segunda vez, se reduce el periodo mencionado y
la respuesta de anticuerpos se incrementa notablemente.
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Figura 12 Desarrollo de células tronco Las células formadas en el saco vitelino, higado y médula
Osea (izquierda) emigran a los ganglios linfaticos y el bazo, donde las lineas celulares individuales
presentan un desarrollo clonal independiente de estimulacion antigénica. Los diversos tipos de
células B se distinguen por la inmunoglobulina que producen (IgA o IgM). La mayoria de las células
producen originalmente IgM, pero algunas cambian después a la produccion de IgG o IgA; se
desconoce si las células que producen IgG pueden cambiar a la produccion de IgA (centro). Una vez
que se liberan a la circulacion y alcanzan a los tejidos linfaticos periféricos, las células B son
capaces, si son estimuladas por un antigeno, de diferenciarse en células plasmaticas que pueden
producir anticuerpos especificos contra el antigeno en particular al que hayan sido expuestas. Otras
células de la misma clona se vuelven células de memoria (derecha), con la capacidad de responder
con el anticuerpo apropiado si se encuentran otra vez con el antigeno.
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Figura 13 Receptores de la célula B y Fc ( a ) El receptor de la célula B se expresa cuando un
monémero de IgM se une a la superficie de la membrana celular a través de la formacion de un
complejo con dos pares de cadenas polipeptidicas, Ig alfa e Ig beta . En un estadio posterior del
desarrollo de la célula B, puede expresarse en forma conjunta IgD, y el receptor de la célula B
cambia de IgM a IgG, IgA o IgE, todos asociados con Ig alfa e Ig beta . Una vez que la célula B se
diferencia a una célula plasmética, deja de expresar anticuerpos en su superficie, dedicandose por
completo a un mecanismo secretor. ( b ) Se esquematiza un receptor de Fc para IgE (RIFc E ). Los
receptores Fc pueden expresarse en la superficie de la membrana de varios tipos de células,
incluyendo células cebadas, macrofagos, eosindéfilos y células tumorales. Estan compuestos por tres
cadenas polipéptidas denominadas alfa, beta y gama . Los receptores Fc fijan la porcion Fc de una
inunoglobulina a la célula en el sitio de la cadena alfa . La cadena beta es una molécula
transmembrana que une la cadena alfa con la cadena gama. Esta Gltima es responsable del
reclutamiento de moléculas de transduccién de sefales.
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Figura 14 Linajes de células plasmaticas Los rearreglos en el ADN embrionario durante la
diferenciacion celular dan lugar a una variedad de lineas de células plasmaticas que codifican a las
diferentes cadenas ligeras kappa . Este ADN embrionario consiste en mas de 300 genes V
(variable), cinco genes J (de unién) y un gen C (constante) (a ). Los genes V y J codifican la region
variable de la cadena kappa , el C su regién constante. En la secuencia que se muestra a la
izquierda de la figura, la diferenciacion de la célula embrionaria en una célula plasmatica provoca la
delecion de los genes V de intervencion de tal manera que el gen V k1 se une conelgenJ 1 (b). El
segmento V k1 J 1 ya unido codifica una entre mas de 1,500 regiones variables posibles de la
cadena ligera kappa . El ADN de la molécula plasmatica se transcribe al ARN nuclear ( ¢ ). La
separacion del ARN nuclear produce ARN mensajero con los genes V k1 ,J 1y C ya unidos ( d)
listos para su traduccién a una proteina de la cadena ligera kappa . La via alterna que se muestra a
la derecha ( b-d ) ilustra otra de las muchas posibles vias que originan una cadena ligera kappa
diferente con una especificidad de region variable distinta.



i

i AERAEREEEREAEAR A EE = EE A A AR EE E A E R E R

E_l—
gy
A7)
AT | HMondmero
e [z
[A-—T]
c—G
AT
2z (@ = @) 1w
=
E_i Heptaroero
1€ G
AT
[l lolT]

Figura 15a Diferenciacion y rearreglo en células T y B El rearreglo del ADN embrionario que ocurre
durante la diferenciacion de las células B y T es regulada por sefales de recombinacion especificas
presentes en las terminaciones 5'y 3' de los diferentes segmentos del gen; la especificidad de estas
sefales garantiza la union de los segmentos correctos del gen. Estos rearreglos producen cadenas
ligeras y pesadas para las inmunoglobulinas, ademas de las cadenas que forman el receptor de
células T. Para las cadenas pesadas, los segmentos V, D y J se unen, mientras que para las
cadenas ligeras, sélo los segmentos V y J se unen ( a ). Las sefiales de recombinacion estan
compuestas de un heptamero y un nonamero constantes, separados por 12 pares de bases (una
vuelta de la hélice del ADN) o por 23 pares de bases (dos vueltas). La sefial de una vuelta puede
unirse a la sefnal de dos vueltas para formar una estructura en asa que se elimina durante la
redistribucién del ADN. Esta combinacién se denomina regla de unién de una sefal de una vuelta
con una sefial de dos vueltas. En esta figura también se ilustran las sefiales de recombinacion
tipicas para la inmunoglobulinas de cadenas ligeras kappa y lambda, para las inmunoglobulinas de
cadenas pesadas y para las cadenas alfa, beta, gama y delta de los receptores de células T. Se
desconoce aun si la regién D esta presente en el RCT-gama ( b).
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Figura 15b Diferenciacion y rearreglo en células T y B El rearreglo del ADN embrionario que ocurre
durante la diferenciacion de las células By T es regulada por sefales de recombinacion especificas
presentes en las terminaciones 5'y 3' de los diferentes segmentos del gen; la especificidad de estas
sefiales garantiza la unién de los segmentos correctos del gen. Estos rearreglos producen cadenas
ligeras y pesadas para las inmunoglobulinas, ademas de las cadenas que forman el receptor de
células T. Para las cadenas pesadas, los segmentos V, D y J se unen, mientras que para las
cadenas ligeras, sélo los segmentos V y J se unen ( a ). Las sefales de recombinacién estan
compuestas de un heptamero y un nonamero constantes, separados por 12 pares de bases (una
vuelta de la hélice del ADN) o por 23 pares de bases (dos vueltas). La sefial de una vuelta puede
unirse a la sefal de dos vueltas para formar una estructura en asa que se elimina durante la
redistribucion del ADN. Esta combinacién se denomina regla de union de una sefal de una vuelta
con una senal de dos vueltas. En esta figura también se ilustran las sefiales de recombinacion
tipicas para la inmunoglobulinas de cadenas ligeras kappa y lambda, para las inmunoglobulinas de
cadenas pesadas y para las cadenas alfa, beta, gama y delta de los receptores de células T. Se
desconoce aun si la regién D esta presente en el RCT-gama ( b).
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Figura 16 Respuesta inmune secundaria En la respuesta secundaria, la célula plasmética cambia la
produccion de IgM por IgG, proceso que se denomina cambio de clase. En este modelo teérico que
describe el cambio de clase de cadena pesada a C gama3 , el exon de la regién C (amarilla) de la
cadena pesada se agrupa ( a ). La region de cambio (en verde) es una secuencia de ADN que
regula los mecanismos de delecion. En este modelo, la recombinacién de las regiones de cambio S
vy S gama3 y la delecion del ADN de intervencion ocurren primero para producir una secuencia de
ADN en la que el gen para C gama3 ha sido trasladado a un sitio cercano del segmento V-D-J ( b ).

El procesamiento y la transcripcién adicional de este ADN da como resultado que el ARNm codifique
lalgG3 (c).
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Figura 17 Receptor célula T/complejo CD3 EI complejo CD3-receptor de células T (a la derecha)
esta compuesto de seis polipéptidos distintos unidos a la membrana: las cadenas alfa y beta del
receptor de células T y las cadenas gama, delta, épsilon y sigma que constituyen el complejo CDS3.
Los polipéptidos RCT-alfa y RCT-beta, que reconocen el antigeno en presencia de proteinas del
CPH, contienen cada uno dos dominios extracelulares que se parecen a los dominios de las
cadenas de las inmunoglobulinas. RCT-alfa y RCT-beta estan unidos covalentemente por un puente
disulfuro y en cada complejo del receptor se encuentra un heterodimero de RCT-alfabeta. Una copia
de las cadenas CD3-gama y CD3-delta, dos de las cadenas CD3-épsilon y dos de las cadenas CD3-
sigma son fosforiladas en su porcion citoplasmatica; esta fosforilacion puede controlar la eficacia de
la traducciéon de sefial. En una porcién pequefia de células T humanas, los complejos del receptor
contienen un heterodimero de RCT- gama delta en lugar de RCT-alfa beta. La unién del complejo
del receptor de células T con el antigeno fijado en el surco de las moléculas de la clase Il del CPH
sobre las células que presentan el antigeno, depende de varios grupos de moléculas de interaccion.
Antes de que el antigeno pueda ser reconocido por el RCT, debe ocurrir la union entre la célula T y
la célula que presenta el antigeno. Esta unién es mediada por LFA-1 y CD-2 sobre la superficie de la
célula Ty por I-CAM y LFA-3 sobre la superficie de la célula que presenta el antigeno. La molécula
CD8 estabiliza la interaccion entre la célula T y la célula que presenta el antigeno por su afinidad por
una porcién de la molécula de la clase Il del CPH.
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Figura 18 Via de desarrollo de una célula T La via de desarrollo de la célula T se ha confirmado a
través de mutaciones tanto espontaneas como producidas de los receptores de la célula T (RCT) en
ratones. Los timocitos murinos en los que los genes rag1, rag2 u otros genes que gobiernan el locus
RCT-B fueron alterados por procedimientos especificos (-/-) mostraron un bloqueo en el desarrollo
(primera barra) en el estadio temprano de timocito CD4-, CD8-, que no expresaron RCT-B. Los
ratones en los que se alter6 el gen CD3-sigma expresaron RCT-B, pero se bloque6 el desarrollo
posterior (segunda barra), EI complejo RCT-CDS3, incluyendo la cadena RCT-alfa, se expresa en la
superficie de la membrana celular de los timocitos CD4+, CD8+, pero el desarrollo posterior se
bloqueb en los ratones en los que se alteraron los genes que controlan el CD3-sigma y el RCT-alfa
(tercera barra). El bloqueo en el desarrollo de CD3-sigma es parcial, y algunas células prosiguen
para volverse positivas Unicas. Si ninguno de los genes se altera, los timocitos continGian el proceso
de seleccion positiva o negativa y, si se seleccionan de modo positivo, se convierten en células T
CD4+ o CD8+.
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Figura 19 Locus del RCT-beta El mapa fisico del locus RCT-humano ha sido elaborado por medio
de genes de inversion de campo, técnicas de identificacidn con enzimas de restriccion y andlisis de
deleccion de poblaciones de células T ( a ). Se desconoce el tamafo del locus RCT-B humano, pero
es probable que sea mayor de 500 kg. Los genes que codifican las cadenas RCT-alfa y RCT-B estan
muy relacionados (b). Los fragmentos del gen Valfa reorganizan a los genes Jalfa, mientras los
genes Vdelta reorganizan a los genes Ddelta y Jdelta. Se desconoce el tamafo del locus RCT-alfa y
RCT-delta, pero probablemente sea de varios cientos de kilobases. El locus RCT-gama consiste de
14 genes V gama , ocho de los cuales son funcionales y pertenecen a diferentes subgrupos ( ¢ ).
Los dos genes C gama (C 1y C 2) aparecen con los segmentos J 1, J 2, J p1y J p2 asociados. Se
calcula que el tamafio del locus RCT - gama humano es de aproximadamente 160 kb.




