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No basta abrir la ven lana 
para ver íos campos y el rio 
No es bastante no ser ciego 

para ver los árboles y las flores. 
También es necesario no U-'1ler filosofía. 

Con filosofía no hay árboles: hay sólo ideas. 
Hay sólo una ventana cerrada. y todo el mundo afuera; 

y un sueño de lo que se podría ver si la ventana se abriera. 
que nunca es lo que se ve cuando se abre la ventana. 

Fernando Pessoa 

Esté lo quc esté en el centro del Mundo, 
me dio el mundo eXlerior como ejemplo de Realidad. 
y cuando digo "esto es real", aún de un sentimiento. 

lo veo sin querer en un espacio cualquiera del eXlerior, 
lo veo con tma visión cualquiera fuera y ajeno a mí. 

Ser real quiere decir no eSlar dentro de mí. 
De mi persona de dentro no tengo noción de realidad. 

Sé que el mundo exisre. pero no sé si existo. 
Estoy mas seguro de la exislencia de mi casa blanca 

que de la existencia interior del dueño de la casa blanca. 
Creo más en mi cuetpO que en mi alma, 

porque mi cuerpo se presenta en medio de la realidad. 
y puede ser visto por otros, 

puede locar a otros, 
puede sentarse y estar de pie: 

pero mi alma sólo puede ser definida en lénninos de fuera. 
Exisle para mí - en los momentos en que creo.que efectivamente existe -

por un préslamo de la realidad eXlerior del Mundo. 
Si el alma es más real 

que el mundo eXlerior. como tú, filósofo. dices. 
¿para qué el mundo eXlerior me fue dado como modelo de la realidad? 

Si es más cieno que yo sienta 
que el ex;slir las cosas que siento. 

¿para qué sien lO 
y para qué surge ese algo independiente de mi 

sin necesiLar de mi para exislir, 
siempre unido yo a mí mismo, siempre personal e imransferible? 

¿Para qué me muevo con los demás 
en un mundo en que nos entendemos y donde coincidimos 
si acaso ese mundo es el error y yo el que está en lo cieno·) 

Si el Mundo es un error, es un error de todo el mundo. 
y cada uno de nosolros es el error de cada uno de nosotros solamemc. 

Cosa por cosa, el Mundo es más cieno. 
¿Pero por qué me imerrogo sino porque estoy enfermo? 

En los días cienos, en los días exteriores de mi vida . 
..:n mis días de prefecla lucidez natural. 

siento sin sentir quc siento. 
veo sin saber que veo, 

y nunca el Universo es lan real como entonces. 
nunca el Universo está (no es cerca o lejos de mí, sino) 

tan sublimement6 no-mío. 
Cuando digo "es evidente" ¿quiero acaso decir "soy yo el que lo veo"') 

Cuando digo "es verdad", ¿quiero acaso decir "es mi opinión"') 
Cuando digo "allí está" ¿quiero acaso decir "no eslá allí"" 

y si esto es así en la vida, ¿por qué será diferente en la filosofía') 
Vivimos antes de filosofar, exislimos antes de saberlo. 

YeI primer hecho merece al menos la primacia y el cullo. 
Sí. antes de ser int;:rior somos eXlerior. 
Por eso somos cXlcrior esencialmente. 

Dices, fílósofo enfelmo. filósofo al fin, que eslO es malerialismo. 
Pero ¿cómo puede eSlO ser malerialismo. si materialismo es una filosotia. 

y, si es una filosofia s....,;a. siendo al menos mía. una filosotia mia. 
y esto ni siquiera es mío, ni siquiera soy vo') 

r t"rnar.do Pes~o 
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O. RESUMEN 

Las Inmunoglobulinas (Igs) junto con el Receptor de Células T (TCR) y el Complejo Mayor de 

Histocompatilbilidad (MHC) constituyen sub-familias de proteínas que han sido asociadas con altas 

velocidades evolutivas. Adicionalmente, la eficacia del fenómeno de reconocimiento molecular inmune ha 

sido asociado con esta alta tasa de diversificación germinal y/o somática de sus genes. En las Igs la capacidad 

de reconocimiento es principalmente el producto de variaciones que modifican las caracteristicas de su sitio 

de unión al antígeno y de las regiones que tienen influencia sobre éste; es decir, por variación en la forma 

general de dicho sitio y de la composición de aminoácidos en las asas hipervariables que lo conforman. Desde 

esta perspectiva, si las Igs tuvieran la alta proporción de mutaciones respecto al tiempo que se postula, el 

número de posibles sitios de unión al antígeno seria casi ilimitado. Sin embargo, a pesar de que la visión de la 

evolución rápida en las Igs es ampliamente aceptada, diversos estudios han mostrado que en la evolución de 

estos receptores convergen diversas y contradictorias fuerzas que aún no son plenamente entendidas. Más 

aún, las Igs no presentan una hipervariabilidad tan elevada y aleatoria como se había postulado, lo anterior 

debido a que operan restricciones tanto a nivel funcional como estructural. Por lo anterior es que en este 

trabajo exploramos las fuerzas que actúan en los procesos de diversificación de las Igs a través de estudiar 

algunos aspectos de la evolución molecular por variación alélica de los genes IgV y las consecuencias de estas 

alteraciones sobre las propiedades estructurales del sitio de unión al antígeno. 

Encontramos que dentro de los procesos de variación evolutiva de las Igs, las fuerzas que operan en 

la evolución de estos genes son complejas. La información genética y estructural no está uniformemente 

distribuida, sino que existen preferencias para mutar sólo ciertos genes, sub-regiones y posiciones. Por lo que, 

los procesos de diversificación no sólo reflejan las diversas presiones selectivas y procesos de dinámica del 

ADN operando sobre los loci, los genes, las sub-regiones y las posiciones sino, que plantea la presencia de 

una cierta estrategia evolutiva para la diversificación de los genes de Ig. Más aún estas preponderancias a 

sustituir sólo ciertos atributos sobre los genes IgV pareciera ir de acuerdo a la función que estos desarrollan. 

No obstante, es importante considerar que la evolución de las Igs no ocurre por selección directa de genes 

individuales sino sobre el repertorio completo de genes, en los cuales la continua evolución direccional es 

producto de eventos de mutaciones que son regulados por retroalimentación dentro de una red genómica. Por 

lo que es más apropiado hablar de que las funciones son generadas y reguladas epigenéticamente. Dado lo 

anterior en el trabajo se plantea que los patrones y formas de organización de la información genética de las 

Igs observadas, no explican ni dan solución al problema de la diversidad de los Acs, ya que el fenómeno de 

reconocimiento se da cuando el Ag y el Ac se encuentra en un momento y contexto dado. Es decir, es 

importante distinguir entre el genos y el fenon que aunque son inseparables no son una consecuencia lineal 

sino que están mutuamente co-determinados dentTo de una unidad dual geno-fenoménica. 
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O.ABSTRACT 

Together with the TCR and the MHC, the Igs constitute sub-families of proteins that have been associated 

with high evolutionary rates. In addition, the efficacy of the molecular immune recognition phenomenon has 

been associated with this high rate of germinal andlor somatic diversification of their genes. The capacity of 

recognition in Igs is mainly the product of variations that modify the characteristics of the antigen-binding site 

and of the regions intluencing it, that is, through variation in the general form of that site and in the 

composition and amino acids in the hypervariable loops composing it. From this perspective, if the Igs 

possessed Ihe high mutational rate in regard to the time postulated for them, the number of possible antigen

binding si tes would be almost unlimited. However, even though the vision of rapid Ig evolutionary rate is 

widely accepted, various studies have demonstrated the convergence of di verse and contradictory forces, not 

yet entirely understood, in the evolution of these receptors. Moreover, owing to restrictions operating at both 

functional and structural levels, the hypervariability of Igs was found to be lower and less random than that 

postulated. In this work, therefore, we explored the forces acting on the diversification processes of Igs by 

studying sorne aspects of molecular evolution by allelic variation of 19V genes, as well as the consequences of 

these alterations on the structural properties ofthe antigen-binding site. 

We found complex forces operating in the evolutionary variation processes of 19 genes. The genetic 

and structural information is not uniformly distributed; instead, there exist preferences for mutating only 

certain genes, sub-region and positions. Consequently, the diversification processes not only retlect the 

diverse selective pressures and DNA dynamics acting on loci, genes, sub-regions and positions, but also 

suggest the presence of a certain evolutionary strategy for the diversification of Ig genes. Besides, this 

preponderant tendency to substitute only certain attri.butes in IgV genes would seem to be in accord with the 

function that these perform. Nonetheless, it is important to consider that 19 evolution does not take place 

through the direct selection of individual genes, but rather from the complete repertoire of genes, the 

continuous directional evolution of these being the product of mutational events regulated by feedback within 

a genomic network. Thus, it is more appropriate to say that functions are generated and regulated 

epigenetically. In view of the foregoing, this work postulates that the pattems and forms for organizing 

genetic information from the Igs observed neither explain nor solve the problem of Ab diversification; the 

recognition phenomenon occurs when the Ag and the Ab meet at a given moment and in a given context. In 

other words, it is important to distinguish between "the geno" and "the phenon", which, although inseparable, 

are not a lineal consequence but are mutually co-determined within a dual geno-phenomenological unity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Se ha propuesto que la función primordial del sistema inmune de los vertebrados es la de 

interaccionar con el mismo, otros sistemas y el entorno (Varela y Coutinho 1991; 

Mazumdar 1995; Cohn y Langman 1996). Puesto que la variedad del mundo antigénico 

propio y ajeno es enorme, una maquinaria inmunológica eficaz debería estar provista con 

repertorios de receptores de gran diversidad capaces de contribuir eficientemente a su 

reconocimiento y procesamiento. De forma general se ha planteado que la diversidad en los 

organismos está determinada por sus genes (Behe 1996; Tauber y Podolsky 1997). 

Siguiendo esta misma línea, en particular dentro del sistema inmune la diversidad en el 

repertorio de anticuerpos (Acs) se ha propuesto es generada por procesos genéticos y 

somáticos (Max 1998). Es decir, en general los organismos mantienen grandes familias 

multigénicas con miembros muy diversos que codifican para numerosos dominios V. Esta 

diversidad es aumentada por mecanismos somáticos como la recombinación, unión 

imprecisa de segmentos génicos, hipermutación (Tonegawa 1983) y conversión génica 

(Becker y Knight 1990; McCormack y col. ' 1991); mecanismos que se describen a detalle 

en la siguiente sección. Mientras que los mecanismos que operan para diversificar el 

repertorio de Acs a nivel somático se han estudiado con gran detalle, poco se sabe de la 

diversificación del repertorio de Acs a nivel germinal. A lo más existen algunos estudios en 

los que a través de comparar los procesos de diversificación somática y germinal, han 

observado que es la diversidad de origen germinal la que a través de la evolución de sus 

genes ha moldeado la diversidad apropiada de sitios de unión al antígeno, siendo que la 

hipermutación somática se centra en mejorar el ajuste fino de la unión con sus ligandos 

(Tomlinson y col. 1996; Ramírez-Benítez y Almagro 2(01). Este escaso entendimiento en 
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la diversificación germinal es debido en parte a que la configuración, composición y 

evolución de los segmentos génicos codificadores es muy compleja (Li y col. 2002). Sin 

embargo, la complejidad de los genomas no ha sido la única limitación para el estudio y el 

entendimiento de los mecanismos por diversificación germinal, sino también la aceptación 

y utilización de conceptos y/o modelos poco entendidos. Por ejemplo, dentro de las 

proteínas el MHC y las inmunoglobulinas (lgs), son los prototipos para estudiar la 

evolución rápida (Wilson y col. 1977; Kataoka y col. 1982; Perlmutter y col. 1985; Klein 

1986; Klein y col. 1993), ya que se asumen altamente polimórficos. Esto último es 

producto principalmente de las observaciones generalizadas de que en ciertos genes se han 

encontrado numerosos alelos (2-70 con 11 alelos, 4-34 con 12 alelos y 3-30 con 18 alelos 

entre otros) (Olee y col. 1991; Campbell y col. 1992; Tomlinson y col. 1992; Weng y col. 

1992; van Es y col. 1992). No obstante, algunos estudios presentan resultados que van en 

contradicción con esta lógica. Booker y Haughton (1994), encontraron que algunos genes 

de 19s presentan una velocidad evolutiva extremadamente baja. Así también los estudios 

filogenéticos en varias especies han mostrado que las familias de 19 se han mantenido 

bastante estables en el tiempo, siendo que es posible observar un moderado grado de 

similitud entre las secuencias de distintas especies (Andersson y Matsunaga 1995; Ota y 

col. 2000). Esto mismo es también válido para todas las familias multigénicas que unen 

antígenos (Litman y col. 1999). Considerando las evidencias que indican que en la 

evolución de las 19s convergen diversas y en ocasiones contradictorias fuerzas, resulta 

importante explorar más a fondo la naturaleza de los procesos de diversificación en estas 

proteínas. Esto ya que el conocer y entender el repertorio germinal, así como sus procesos 

de diversificación evolutiva, puede contribuir a comprender la presencia o ausencia de 

ciertos alelos o haplotipos, así como la expresión diferencial de genes V y su relación con 
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ciertas patologías (Milner y col. 1995). Como ya se mencionó anteriormente, mucho se 

habla de cuan polimórficos son los genes de Ig, sin embargo, son muy pocos los estudios en 

los que se evalúa el contenido de información genética y estructural de las secuencias en el 

marco de los procesos de evolución molecular. Es decir, en la mayoría de los estudios que 

analizan y comparan secuencias de 19s, la distancia evolutiva es considerada como una 

medida de la separación temporal y suponen tácitamente que las probabilidades de 

sustitución son uniformes e invariantes en todas las posiciones, tal como ha sido observado 

en los genes de proteínas invariantes o poco variables (Eigen y col. 1988). No obstante, es 

bien sabido que la diversificación en las regiones variables de las Igs no se distribuye de 

forma homogénea en todas las regiones y posiciones (Wu y Kabat 1970; Kirkham y 

Schroeder 1994). Desde este punto de vista, la variabilidad puede ir desde la total 

conservación en algunas posiciones hasta la hipervariablidad en otras (Eigen y col. 1988). 

Más aún, visiones más cercanas a la complejidad biológica de las macromoléculas nos 

dicen que no todas las sustituciones de aminoácido en una proteína dada tienen el mismo 

impacto para la evolución (Zuckerkandl 1976). Algunos autores han propuesto que para 

poder medir la significancia de una mutación para la evolución y poder usar la información 

posicional, es necesario analizar las secuencias de forma vertical en adición al análisis 

horizontal (Schneider y col. 1986; Berg y von Hippel 1988; Eigen y col. 1988; Lopez

Bueno y Moya 1992; Kuznetsov y Morozov 1996; Nieselt-Struwe 1997), y considerar 

diferentes categorías para las posiciones de acuerdo a la función que estas desarrollan 

(Zuckerkandl 1976). Es decir, el estudio de los procesos de diversificación genética no sólo 

incluye la variación en las frecuencias alélicas o en la distancia entre los alelos, sino 

también el análisis de patrones en las sustituciones y de sus implicaciones a nivel 

estructural. 
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Hasta ahora, dentro de las mutaciones observadas en los genes de línea germinal de 

las 19s, se ha visto que los procesos de diversificación y selección promueven la 

variabilidad de los aminoácidos en el sitio de unión al antígeno y conserva los aminoácidos 

de las regiones de andamiaje o "frameworks" (FRs). Esta marcada conservación del FR está 

relacionada con su función de mantener el plegamiento del dominio, y consecuentemente 

conservar la estructura general del sitio de unión al antígeno (Tanaka y Nei 1989; Kirkham 

y Schroeder 1994; Vargas-Madrazo y col. 1994; Tomlinson y col. 1996). No obstante, se ha 

visto que la variabilidad en los dominios V de las Igs no sólo se promueve en los CDRs 

(Regiones que Determinan la Complementariedad), siendo que algunos FRs son más 

susceptibles a procesos de diversificación y otros son altamente conservados (Kirkham y 

col. 1992). Existen evidencias que indican que estas diferencias de conservación pueden 

atribuirse a las distintas funciones que juegan estos sub-segmentos en el Ac (Kirkham y col. 

1992, 1994). Más aún, a pesar de que en los Acs existe una marcada diferencia en los 

patrones evolutivos entre FRs y CDRs (Kabat 1978; Lara-Ochoa y col. 1995), dentro de 

cada región existen patrones de variación muy diversos por posición (Vargas-Madrazo y 

col. 1994), lo cual se correlaciona con el tipo de función de cada residuo (en contacto, 

moduladores o compensadores) (Edelman y Gall 1969). Por ejemplo, en los CDRs se 

presentan posiciones hipervariables con elevada frecuencia de contacto con el antígeno 

(Padlan y col. 1995; MacCallum y col. 1996; Ramírez-Benítez y Almagro 2(01), mientras 

otras posiciones altamente conservadas preservan la estructura del sitio de unión al antígeno 

(Chothia y Lesk 1987; Padlan 1990; Foote y Winter 1992; Vargas-Madrazo y col. 1994). 

Dentro de las regiones codificadoras la sustitución de aminoácidos permite crear 

alelos que implican variantes estructurales respecto al alelo principal. Este proceso permite 

explorar el espacio de sitios de unión al antígeno hacia una mejor adaptación respecto al 
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universo antigénico propio y extraño existente en un periodo evolutivo (Ota y col. 2000). 

Con todo, no existe una caracterización detallada de las implicaciones para el mecanismo 

de reconocimiento molecular inmune que genera el polimorfismo de sustitución. La 

mayoría de los estudios que evalúan el polimorfismo de sustitución, se centran en el cálculo 

de las frecuencias alélicas en una población (Sasso y col. 1990; van Dijk y col. 1991; Sasso 

y col. 1993; Cui y Li 1998). Sin embargo, como hemos comentado anteriormente, esta no 

es la única forma de caracterizar el complejo proceso que implica la evolución por 

polimorfismo. El polimorfismo de un locus puede también ser caracterizado por el número 

de mutaciones por alelo (Li 1997), así como por la distribución y tipo de sustituciones a lo 

largo del gen (Eigen y col. 1988). 

Dado lo anterior resulta de interés profundizar en la comprensión de las estrategias 

de evolución molecular en el repertorio de Acs, a través de una caracterización integral y 

detallada de los patrones de sustitución en alelos de genes V de 19s que considere sus 

particularidades funcionales. En este trabajo, nos planteamos estUdiar algunos aspectos de 

la evolución molecular por variación alélica de los genes IgV y las consecuencias de estas 

alteraciones sobre las propiedades estructurales del sitio de unión al antígeno. Esto 

permitirá entender con más detalle las estrategias que utiliza el sistema inmune para crear 

repertorios diversos de Acs capaces de reconocer lo propio y lo ajeno con afinidad y 

especificidad adecuadas. 

2. Ál'lTECEDENTES 

2.1. Estructura de las inmunoglobuli1Uls 

Las 19s son complejos proteicos antígeno-específicos sintetizados por los vertebrados a 

través de las células B como Acs que reconocen y captan a los antígenos. Las 19s son 
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universo antigénico propio y extraño existente en un periodo evolutivo (Ota y col. 2000). 

Con todo, no existe una caracterización detallada de las implicaciones para el mecanismo 

de reconocimiento molecular inmune que genera el polimorfismo de sustitución. La 

mayoría de los estudios que evalúan el polimorfismo de sustitución, se centran en el cálculo 

de las frecuencias alélicas en una población (Sasso y col. 1990; van Dijk y col. 1991; Sasso 

y col. 1993; Cui y Li 1998). Sin embargo, como hemos comentado anteriormente, esta no 

es la única forma de caracterizar el complejo proceso que implica la evolución por 

polimorfismo. El polimorfismo de un locus puede también ser caracterizado por el número 

de mutaciones por alelo (Li 1997), así como por la distribución y tipo de sustituciones a lo 

largo del gen (Eigen y col. 1988). 

Dado lo anterior resulta de interés profundizar en la comprensión de las estrategias 

de evolución molecular en el repertorio de Acs, a través de una caracterización integral y 

detallada de los patrones de sustitución en alelos de genes V de 19s que considere sus 

particularidades funcionales. En este trabajo, nos planteamos estUdiar algunos aspectos de 

la evolución molecular por variación alélica de los genes IgV y las consecuencias de estas 

alteraciones sobre las propiedades estructurales del sitio de unión al antígeno. Esto 

permitirá entender con más detalle las estrategias que utiliza el sistema inmune para crear 

repertorios diversos de Acs capaces de reconocer lo propio y lo ajeno con afinidad y 

especificidad adecuadas. 

2. Ál'lTECEDENTES 

2.1. Estructura de las inmunoglobuli1Uls 

Las 19s son complejos proteicos antígeno-específicos sintetizados por los vertebrados a 

través de las células B como Acs que reconocen y captan a los antígenos. Las 19s son 
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proteínas multiméricas que consisten de sub-unidades globulares arregladas en pares. La 

estructura básica de una 19 está formada por cuatro cadenas polipeptídicas; dos de ellas son 

cadenas pesadas (H), y las otras dos cadenas son ligeras (L) (Figura 1), designadas pesadas 

y ligeras debido a la longitud de sus cadenas (Day 1990). Ambas cadenas (L y H), están 

formadas por segmentos repetidos que se pliegan para formar una unidad compacta 

globular denominada dominio (Edelman y Gall 1969). Las cadenas L, constan de un 

dominio variable (VL) y uno constante (CL). Las cadenas H constan de un dominio 

variable (VH) y de tres a cuatro dominios constantes (CH1, CH2, CH3, CH4) (Figura 1). 

Todos los dominios son unidos por enlaces disulfuro intracadena. A la región que une CHl 

y CH2 a través de un enlace disulfuro se le denomina región bisagra (Arnzel y Poljak 

1979). Cada uno de los dominios de la Ig tiene estructuras homólogas. Es decir, cada 

dominio está formado por dos hojas 13 plegadas que se empaquetan cara a cara a través de 

un enlace disulfuro conservado. Para los dominios V, una de las hojas está formada por 

cuatro hebras 13 y la otra hoja está formada por 5 hebras 13, todas las hebras corren anti-

paralelamente a lo largo de cada hoja (Amzel'y Poljak 1979). 

Figura t. Estructura básica de lUla inmunoglobulina 

En la figura se muestrn la estmctura cristalográfica de una inmunogIobulffia completa. En azul Y amanllo se encuentraIJ representadas \as 

cadenas pesadas (H) (constantes y variables) Y en rojo la. cadenas ligeras (l) (constanre.. y variabies). 
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Los dominios constantes de la cadena pesada le proporcionan el isotipo a la 19 y son 

los responsables de las funciones inmunológicas efectoras. Los dominios variables pesados 

(VH) y ligeros (VL) se encuentran en el extremo amino terminal de cada cadena e 

interactúan para formar el superdominio variable. Este superdominio está involucrado en la 

interacción antígeno-anticuerpo y su extremo N-terminal varía de un anticuerpo a otro. 

Dentro del superdominio variable se encuentra el sitio de unión al antígeno, el cual está 

constituido por regiones hipervariables con una estructura de asa denominadas CDRs y 

FRs, que son zonas altamente conservadas (Wu y Kabat 1970). El sitio de unión al antígeno 

está compuesto por 6 asas hipervariables; 3 de VH y 3 de VL denominadas H 1, H2, H3 Y 

Ll, L2, L3 respectivamente; y 8 FRs, 4 de cada dominio denominados FRl, FR2, FR3 Y 

FR4 (Poljak y col. 1973). Hl, H2 Y H3 se localizan entre las posiciones 26 al 32, 52 al 56 y 

96 al 101 y Ll, L2 Y L3 entre las posiciones 26 al 32, 50 al 52 y 91 al 96 (Figura 2). La 

variedad y el número de aminoácidos que forman las asas de una 19 es diferente entre una 

asa y otra. Así por ejemplo dentro de VH se pueden dar inserciones en 31 a, 31 b, 52a, 52b, 

52c y 82a, 82b, 82c, mientras que en VL las inserciones se pueden localizar en 31a, 31b, 

31c, 31d, 31e, 31fy 95a, 95b, 95c, 95d, 95e, 95f(Chothia y Lesk 1987). También como 

veremos más adelante la conformación que adquiere cada una de las asas puede variar de 

una 19 a otra en dependencia del número y la secuencia de aminoácidos (Chothia y Lesk 

1987). 
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Figura 2. Sitio de unión al antígeno compuesto de 6 asas bipervariables (H 1, H2, H3, L 1, L2 Y L3) 

Estructma cristalográfica del sitio de Wlión al antígeno de una inmWloglobulina visto por arriba. en la que se distinguen las 6 asas 

hipervariables que lo integran H3 y L3 al centro y las demás en la periferia. 

2.2. Mecanismo de reconocimiento molecular inmune 

1.1.1. Complementariedad química y geométrica (modelo lúwe-cerradura) 

El sitio de unión al antígeno es capaz de interactuar y reconocer antígenos con una gran 

especificidad. De fonna general, bajo el modelo de la Llave-Cerradura, la especificidad 

entre un ligando y un receptor se encuentra determinada fundamentalmente por la 

complementariedad. La complementariedad del antígeno (Ag) y el Ac está dada por dos 

componentes: uno geométrico y otro químico (Figura 3) (Branden y Poljak 1995). 

Antícuerpo 

Figura 3. Complementariedad química y geométrica 

Unión complementaria entre el par Ag-Ac. la región del anticuerpo en contacto con '!i Ag se encuentrd subrayada. 
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Es decir, la unión entre el Ag y el Ac es el resultado de la interacción químico

molecular (composición química) de ambas partes. Dicha unión se da a través de 

interacciones de tipo débil tales como puentes de hidrógeno, interacciones de van der 

Walls, puentes salinos e interacciones hidrofóbicas. A pesar de que la composición química 

complementaria es esencial para que se de la interacción del par Ag-Ac, esta 

complementariedad química es fuertemente dependiente de la distancia interatómica. Por lo 

que aunado a la complementación de las interacciones débiles la unión necesitará de una 

geometría complementaria que permita el acercamiento óptimo. Como resultado de este 

acercamiento óptimo se posibilita la interacción química significativa (Pauling 1945). 

Estudios estructurales en Acs, han reportado que dentro de los factores que 

repercuten en la complementaridad química y geométrica (propiedades intrínsecas) de estas 

proteínas se encuentran: 1) las longitudes y conformaciones de 5 de las 6 asas 

hipervariables (H3 es un caso particular), 2) la longitud y conformación de H3, 3) las 

posiciones en contacto con el Ag, 4) la disposición VH:VL y 5) los reacomodos 

conformacionales del Ac en respuesta al Ag ó ajuste inducido; factores que serán descritos 

a continuación. Cabe destacar que a todos estos factores intrínsecos de la estructura del Ac 

debemos añadirle las particularidades del Ag reconocido (como la valencia) (Celis y col. 

1977; Celis y Larralde 1978) y las circunstancias contextua les en las que ocurre la 

interacción (Romo-González y col. 2004 - A4). 

1.1.1. Restricciones estructurales de la diversificación 

2.2.2.1. Estructuras y clases de estructura canónica 

Dentro de las propiedades intrínsecas del Ac, el punto clave que determina la 

complementariedad y por lo tanto la especificidad es la topología y la composición y 
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distribución química. El principio central del plegamiento de proteínas indica que la 

conformación está determinada por la secuencia de aminoácidos (Anfinsen ] 973). De 

acuerdo con esto, es posible relacionar la variación de secuencias en el extremo amino 

terminal con la diversidad de especificidades y afinidades en el suero (Kabat ] 978). Esto 

debido a que la interacción Ag-Ac es resultado de la suma de un pequeño número de 

contactos, los cuales son producto: 1) de la conformación del sitio de unión generada por 

la longitud de los CORs y 2) por la estructura fma generada por el tipo de cadena lateral en 

los residuos de los CORso Por lo que la variación en la secuencia de aminoácidos y la 

longitud en las seis asas hipervariables que contribuyen a la formación del sitio de unión al 

antígeno, son determinantes en la especificidad y afinidad (Martin y Rees ] 989). 

Sibanda y Thornton (1985) Y Efimov (1984) analizando diversas proteínas 

describieron cómo las conformaciones de las asas de longitud corta y mediana dependían 

primariamente de la longitud y la presencia de determinados residuos. De acuerdo con esto 

Chothia y Lesk en 1987 estudiaron las conformaciones de las 6 asas hipervariables que 

integran el sitio de unión al antígeno, encontrando que el número de conformaciones 

determinada por las secuencias y la longitud de las asas hipervariables está limitada a tan 

sólo unas cuantas (Chothia y Lesk 1987). En la actualidad se han descrito diversos tipos de 

conformaciones para cinco de las seis asas hipervariables (5 de 6 asas debido a que el asa 

H3 es un caso particular), 3 tipos para Hl, 4 tipos para H2, 5 tipos para Ll, 1 tipo para L2 y 

5 Tipos para L3, a estas conformaciones se les ha denominado estructuras canónicas (SC) 

(Figura 4) (Chothia y Lesk 1987). Un tipo de SC está determinado por el tamaño del asa y 

por la presencia de ciertos residuos en posiciones clave, tanto en las regiones del asa como 

en el FR (Chothia y Lesk 1987). 
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Figura 4. Tipos de estructuras canónicas (SC) 

Del lado izquierdo en rojo se encuentran represenudos las asas del dominio VH y del lado derecho en naranja las de VL. Las variaciones 

conformacionales o tipos de se de las asas Unto H como de L se designan en el ápice del asa con otro color. 

El que en la actualidad se conozcan varios tipos de se para cada una de las 5 asas 

hipervariables, hace posible la estimación del número total de clases de se (ese), 

entendiendo ese como el producto de la combinación de las diversas conformaciones de 

las asas hipervariables (Vargas-Madrazo y col. 1995). La estimación del número de 

combinaciones de las diversas conformaciones de las 5 asas hipervariables tomando en 

cuenta el número de tipos descritos para cada asa genera un total de 300 posibles ese 

(Vargas-Madrazo y col. 1995). Sin embargo, de las 300 posibles ese sólo 29 han sido 

encontradas en los Ac; más aún, de estas 29 las más frecuentemente encontradas son 10 

(Vargas-Madrazo y col 1995). Esto sugiere, que el repertorio estructural de las Igs está 

restringido al uso preferencial de un pequeño número de combinaciones de se en 5 de las 6 

asas hipervariables que forman el sitio de unión al antígeno. Ya que las se están presentes 

en la mayoría de las secuencias de Ig, se ha podido correlacionar ciertas combinaciones de 

se con el tipo de Ag reconocido, esto puede observarse en el hecho de que 6 de las 10 ese 

frecuentemente encontradas son preferencialmente específicas para un tipo de Ag 

(proteínas y haptenos), mientras que las otras 4 son multi-específicas (polisacáridos, ácidos 

nucIeicos, antígenos de superficie, etc.) (Vargas-Madrazo y col. 1995). De forma adicional 
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se ha observado que no todas las asas hipervariables participan de igual forma para generar 

diversidad en el repertorio estructural. Vargas-Madrazo y col. (1995) al estudiar el 

repertorio estructural más frecuente de las 19s, encontraron que son H2 y Ll, variando su 

longitud y estructura, las responsab les de los cambios conformacionales que permiten 

reconocer un Ag u a otro ya que Hl, L2 Y L3 generalmente aparecen en la misma 

conformación (tipo 1) (Tabla 1). 

Porcentajes de especificidad para cada clase 
(IN dr P'II\l·nlaj.- de b 

[~IIlJ(. Ca"¡ínir~ (13<1: Pnllrin~ Su[l\'ffKk' anl¡'~él1i(a Poli'Jrárid" . .\cidu '\urki(fl P~JlIid" Ha/l1l'lll¡ (;0111" 

I·I·!+I '1 L 3li ,; 19 

1·1..j·I·1 3.' 10 J3 13 ~~ " 1·2-(.1·1 ~.I Sil S 
I·!·!· I·I 2~5 lb H IS 2J " I·!·]·I·I 2.~ 5~ H 

1-2·4-1-1 It2 11 !~ ~~ 

1-3-2-1-1 ".') I~ !(, JI !II '1 
I·J-4-I-i 111 H U I~ 11 ,; \1 

I·.\-HI (,.S 11 11 N9 

I·~·HI r..r. ~I 5~ 

OlrJ' IJ.I 2(, r I~ 21 IJ 

Tabla 1. Distribución de las ese y su correlación con la especificidad (Vargas-Madrazo y col. 1995) 

Se reoorta para cada asa hipervariable el tipo de se correspondiente. Adicionalmente. se señala el porcentaje de cada ese con respecto 

al número total de secuencias analizadas. Tan sólo 10 clases más frecuentes son reportadas en detalle, las otras 19 se encuentran en la 

categoría de otras. Las ese se clasificaron como especificas (S) o multiespecíficas (M). 

2.2.2.2. Longitudes de H3 

Aunque las observaciones previas postulan que la diversidad del repertorio estructural de 

los Acs es fuertemente dependiente de la variación de H2 y L 1, en algunos otros estudios se 

ha observado la importancia del papel que juega H3 en el reconocimiento. Esto es, se ha 

observado que H3 es una importante fuente de diversidad en los Acs ya que al estar justo en 

el centro del sitio de unión al antígeno y al mostrar mayor variabilidad en longitud (puede 

cambiar su longitud de 2 a >20 aminoácidos), secuencia y conformaciones que las otras 5 
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asas que integran el sitio de unión al antígeno (Morea y col. 1998), puede alterar las 

propiedades químicas y topológicas del sitio de unión al antígeno y por tanto el tipo de 

ligando a reconocer (Wu y col. 1993; Sanz 1991). 

A pesar de esta gran variabilidad en H3, se ha observado mediante análisis 

conformacionales, que H3 muestra algunas regularidades (aunque menos claras que las 

observadas en las otras cinco asas) sobre todo en la zona proximal al FR (Martin y 

Thornton 1996; Shirai y col. 1996; Morea y col. 1998; Shirai y col. 1998), regularidades 

que son fuertemente dependientes del ambiente (Morea y col. 1998). Tales regularidades o 

restricciones se han observado tanto en la topología como en la composición química de 

esta asa en los diversos Acs. Por ejemplo, diversas evidencias han mostrado que la longitud 

de H3 se correlaciona con el tipo de Ag reconocido. Así los Acs que responden contra Ag 

grandes (virus, proteínas y ácidos nucleicos) tienen H3 más largas que los Acs que 

reconocen Ag pequeños (peptidos, carbohidratos y haptenos) (Vargas-Madrazoy col. 1995; 

Johnson y Wu 1998; Collis y col. 2003). De igual forma, la utilización de aminoácidos 

dentro de esta asa no es al azar sino que se sesga hacia el uso de aminoácidos con 

características neutras e hidrofilicas como son la tirosina, glicina y serina. Además, se ha 

visto que esta distribución sesgada es de gran importancia para el mecanismo de 

reconocimiento ya que le confiere estabilidad (con prolinas) o flexibilidad (con glicinas) al 

sitio de unión al antígeno lo cual influencia la especificidad y/o afinidad del Ac (Afonin y 

col. 2001; Zemlin y col. 2003). Cabe destacar que estas mismas restricciones en el uso de 

aminoácidos (como se verá en la siguiente sección) también han sido observadas en las 

otras cinco asas hipervariables (Vargas-Madrazo y col. 1994). 

Estas características permiten postular a H3 como el factor clave en la modulación 

de la torma del sitio de unión al antígeno (Vargas-Madrazo y col 1995) y por tanto en la 
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determinación de la afinidad y especificidad del Ac (Tonegawa 1983; Chothia y col. 1989; 

Wilson y Stanfield 1993; Padlan 1994). 

2.2.2.3. Uso diferencial de aminoácidos por posición 

Hasta ahora se ha analizado cómo la topología del sitio de unión al antígeno está limitada a 

un número pequeño de conformaciones, sin embargo, este no es el único factor que 

determina la complementariedad con el Ag. Otro componente que hace posible la 

interacción Ag-Ac es la participación de las cadenas laterales; las cuales determinan la 

superficie de contacto y la distribución de grupos químicos (Mian y col. 1991) que 

posibilitará la unión Ag-Ac. A este respecto, análisis de frecuencia de aminoácidos en los 

CDRs han mostrado que algunas posiciones son ocupadas por aminoácidos altamente 

conservados (Vargas-Madrazo y col. 1994), los cuales se presume participan en mantener 

algunas características importantes ya sean estructurales o funcionales en las regiones de 

reconocimiento de las Igs (Edelman y Gall 1969; Kabat y col. 1977). Otras posiciones no 

son tan conservadas, en algunas de estas se observan sustituciones donde se intercambian 

aminoácidos con propiedades similares (Mian y col. 1991; Lim y Sauer 1989), y en otros 

casos se presenta hipervariabilidad restringida a 5-10 aminoácidos con propiedades 

fisicoquímicas diferentes (Tabla 2) (Vargas-Madrazo y col. 1994). 

Por otra parte se observó que algunos residuos, que se encuentran en las asas 

interactuando frecuentemente con el epítope y que por lo tanto podrían estar determinando 

la especificidad, son posiciones hipervariables (Padlan y col. 1995), aunque, como ya 

hemos mencionado, esta hipervariabilidad es acotada. 
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Tabla 2. Composición de los CDRs de la cadena pesada (Vargas-Madrazo y col. 1994) 

Se calculo el porcentaje de composición de los aminoácidos mas frecuentemente usados en cada posición de los CDRs. Los porcentaie~ 

de ocurrencia de los aminoácidos por posición se encuentra en la columna de la derecha y de la izquierda de acuerdo a si la posición es 

hipervariable o conservada de acuerdo al criterio de Kabat y col. (1991) Y Chothia y Lesk (1987). 

2.2.2.4. Interfase VH-VL 

De lo anterior, hemos podido observar que la topología y composición química de las 

cadenas laterales que integran el sitio de unión al antígeno pueden ser determinantes en la 

especificidad. Sin embargo, aunque son las porciones más externas del sitio de unión al 

antígeno las que interactúan directamente en la unión, estas no son las únicas que influyen 

en la modulación de las propiedades de reconocimiento. Esto es, el plegamiento y por tanto 

la función que desarrolle dicha proteína es el resultado de sus propiedades como entidad 

completa. A este respecto. diversos estudios han reportado que la topo!cgía y por tanto la 
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distribución espacial de las cadenas laterales del sitio de unión al antígeno varía de acuerdo 

con la asociación dominio-dominio VH-VL (Chothia y col. 1985). Esto debido a que los 

cambios en la asociación VH-VL pueden modificar las posiciones relativas de las asas 

hipervariables. Lo anterior, ya que tales cambios pueden alterar a su vez la forma general 

del sitio de unión al antígeno, así como también la disposición de las cadenas laterales que 

interactúan directamente con el epítope (Chang y col. 1985; Colman 1988; Stanfield y col. 

1993). Las modificaciones de la asociación VH-VL son el producto de la sustitución de los 

residuos localizados en el interior de la interfase (Figura 5), ya que generan pequeños 

reajustes en la disposición relativa entre los dominios (Vargas-Madrazo y Paz-García 

2003). 

Figura 5. Interfase VH:VL 

En rojo se encuentra representado en dominio VH y en azul el VL. Las cadenas laterales de los residuos involucrados en la interfase se 

encuentran desplegados. Los residuos de la zona proximal en blanco y aquellos que corresponden a la mna central en amarillo. 

Las pequeñas variaciones en el empaquetado de los dominios VH: VL de diferentes 

Igs se ha atribuido al hecho de que los aminoácidos en contacto entre las interfases 

provienen también de los CDRs y no sólo de las regiones conservadas de los FRs (Davies y 
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col. 1975). Puesto que alrededor de un cuarto de la superficie de la interfase es resultado de 

la interacción de los CDRs (Chothia y col. 1985) y que las secuencias de estos varían 

considerablemente de un Ac a otro, hace que la interfase se pueda empaquetar de formas 

diversas (Colman 1988). Es decir la parte de la interfase que proviene de los residuos de los 

FRs invariantes que comprenden el 75% de la interfase se pueden acomodar de formas 

distintas en dependencia de las secuencias de los CDRs, los cuales contribuyen con el 25% 

restante (Colman 1988; Vargas-Madrazo y paz-García 2003). A través de este mecanismo 

es posible generar variaciones en el sitio de unión al antígeno dentro de motivos o formas 

básicas las cuales contribuyan en las propiedades de reconocimiento de los Acs (Chang y 

col. 1985; Banfield y col. 1997; Chatellier y col. 1996; Khalifa y col. 2000). Por ejemplo, 

los reemplazos L L36 A y L L38 A tienen un efecto mucho más drástico que aquellos en las 

posiciones homólogas de la cadena pesada (VH37 A y QH39 A); mientras que las sustituciones 

de alanina en aquellas posiciones localizadas en el fondo del parátope (FL98 A Y WH103 A) 

decrecen drásticamente la energía de unión con el ligando (Chatellier y col. 1996). 

Puesto que el acomodo de la interfase es fuertemente dependiente de la secuencia y 

disposición tanto de los FRs como de los CDRs, algunos grupos de investigación han 

tratado de determinar si al igual que en las asas hipervariables existen restricciones 

conformacionales. Es decir, si todos los acomodos son posibles o si existen preferencias 

hacia alguna disposición (Amit y col. 1986; Chothia y col. 1986; Sheriff y col. 1987). A 

este respecto, se ha observado que de entre las diversas posiciones relativas o acomodos de 

los CDRs de la cadena H y L dentro de las 19s sólo existen algunos. A estas familias de 

interfases VH-VL se les ha denominado interfases canónicas (Colman y col. 1988). 
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2.2.2.5 Ajuste inducido 

Hasta aquí se han descrito aquellos atributos estructurales del Ac (o propiedades 

intrínsecas) que detenninan el reconocimiento. Sin embargo, no podemos olvidar que la 

especificidad y la afinidad se construyen durante la confrontación del Ag con el Ac. Es 

decir, se crean en el momento en que un receptor se une a un ligando y no a otro(s), por lo 

que ambas partes son dependientes del grado de precisión del encaje de una molécula con 

la otra (Figura 6) (Day 1990). 

( 'unrm'lIt~dún ,in 
an1i!.!l'UU unitl .. 

(al 

.\rlli:.!l'lIl1 Ullítlu 
((),-uILulu) 

eh, 

Figura 6. Ajuste inducido 
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Las variaciones confonnacionales del Ac libre y producto del acomplejamiento con un Ag se muestran en las estructuras denominadas a. 

by c. En (a) se muestra el Ae libre y en (b) y (e) acomplejado, el (e) se diferencia por estar el Ag expuesto. 

A este respecto diversos estudios han reportado la existencia de cambios 

conformacionales, en los cuales se dan pequeños cambios en los ángulos de torsión de los 

dominios rearreglados, producto del encuentro de un Ac con un Ag (Edmundson y col. 

1974, 1984, 1987; Edmundson y Ely 1985; Colman 1988; Bhat y col. 1990; Herron y col. 

1991; Rini y col. 1992). La contribución de los cambios conformacionales en el Ac o el Ag 

durante el acomplejamiento se han postulado como producto de: 1) las variaciones 

conformacionales en las asas que integran el sitio de unión al Ag (sobre todo en L3 y H3, 
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localizadas hacia el centro del sitio de unión al antígeno) (James y col. 2003), 2) de los 

cambios en las posiciones espaciales u orientaciones (movimientos de cuerpo rígido) de las 

mismas, las cuales son independientes de los cambios conformacionales que puedan 

presentarse en el transcurso de la reacción (Bajorath y col. 1995), 3) rotaciones de las 

cadenas laterales y 4) alteración en la disposición entre los dominios variable ligero y 

pesado (Vargas-Madrazo y Paz-GarCÍa 2003). 

A pesar de que las influencias que ocurren durante el reconocimiento del par Ag-Ac 

son fundamentales, su especificidad no sólo incluye al par Ag-Ac como lo define van 

Regenmortel (1989), sino que la especificidad es producto del evento que conjuga al Ag-Ac 

dentro de una circunstancia del entorno, en un cierto espacio-tiempo y conectada a algún 

evento biológico discernible (Romo-González y coL 2004 - A4). 

De todo lo anterior se hace evidente que el sitio de unión al antígeno de las 19s, 

presenta patrones estructurales y/o funcionales que determinarán de acuerdo a cierta 

estrategia evolutiva la complementariedad química y geométrica (Vargas-Madrazo y col. 

1994, Lara-Ochoa y col. 1995). Esto es, el que el pequeño número de formas existentes en 

las regiones de reconocimiento sean capaces de contener la gran variedad de Ags propios y 

ajenos, el que estas formas estén controladas por el tamaño del asa y residuos clave y que 

la complementariedad química es controlada a través de la variabilidad e hipervariabilidad 

sesgada de los aminoácidos en la superficie del sitio de reconocimiento, indican la 

existencia de una importante fuerza evolutiva no sólo en términos de restricciones 

estructurales, sino también en términos de propiedades de reconocimiento actuando sobre 

los genes que codifican el repertorio de Ac. Lo anterior es consistente con el conjunto de 

observaciones realizadas por nuestro grupo y que indican la t:xistencia de una correlación 
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entre la evolución del repertorio estructural de Acs, la evolución de sus genes (Vargas

Madrazo y col. 1995; Almagro y col. 1997; Vargas-Madrazo y col. 1997) y su uso 

(Schroeder y col. 1995; Brezinschek y col. 1995; Davidkova y col. 1997); correlaciones que 

se describen a continuación. 

2.2.3. Restricciones genéticas de la diversificación 

El locus de las 19s está compuesto por múltiples genes, los de región variable de cadena 

pesada (VH, D y JH), los de región variable de cadena ligera (VK-JK y VA-lA) Y los de la 

región constante (CH y Cd; los cuales han evolucionado para generar un repertorio de línea 

germinal diverso (Pascual y Capra 1991). Análisis de homología entre los segmentos 

génicos V han revelado que estos pueden ser agrupados en familias discretas. Los 

segmentos V H que tienen una similitud del 80% o más son considerados dentro de la misma 

familia, mientras que aquellos con una similitud del 70% o menos entre ellos forman 

diferentes familias (Kodaira y col. 1986; Lee y col. 1987; Shen y col. 1987; Berman y col. 

1988). La nomenclatura de estos sub-grupos o familias se basa en el orden de su 

descubrimiento (Pascual y Capra 1991; Matsuda y Honjo 1996). Así por ejemplo los 

segmentos V H pueden ser clasificados en 7 familias, V H 1-V H 7, criterio que ha sido 

corroborado por la construcción de un árbol filogenético que agrupa todos los genes 

funcionales localizados en la region 3' 0.8-Mb dellocus V H (Haino y col. 1994). Lo mismo 

ocurre con los segmentos V K Y V A los cuales constan de 7 y 11 familias respectivamente. El 

locus principal de humano V H tiene una longitud de 1250 kb Y contiene aproximadamente 

95 segmentos, mientras que VK y VA tienen una longitud de 1820 y 1050 kb Y contienen 

aproximadamente 76 y 74 segmentos, respectivamente. A pesar de que los miembros de las 
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diferentes familias están dispuestas a través de los loci, no todos los segmentos V son 

funcionales o activos para el repertorio de Ac (Figura 7). Por ejemplo de los 95 segmentos 

V H sólo 51 son considerados funcionales (Tomlinson y col. 1992). Dentro de estos genes 

los que aportan mayor número para el repertorio de Ac son los de la familia V H3, seguido 

por las familias V H 1 Y V H4 ya que las familias V H2, V H5, V H6 Y V H 7 sólo contribuyen con 

un pequeño número (Cook y Tomlinson 1995). 
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Figura 7. Mapa dellocus VII de inmunoglobulinas humanas 

En verde se representan los genes VH funcionales. en amarillo los ORF y en rojo los pseudogenes. En azul los genes DH y 

Estas evidencias postulan que no todos lo genes ni todas las familias son de igual 

importancia para el repertorio de Acs ya que sólo se han seleccionado algunos para ser 

funcionales y no todas las familias se diversifican con la misma intensidad. Estas mismas 

fuerzas heterogéneas que moldean el repertorio genético de los Acs han sido observadas a 

muy diversos niveles (genéticos y estructurales) como veremos más adelante. 
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2.2.3.1. Distribución de la información en mapas bidimensionales 

Estudios estructurales de los genes V de 19 de humano y ratón han mostrado que no todas 

las familias de genes participan de igual forma para la generación de la diversidad del 

repertorio estructural a través de la codificación de diversas ese (Vargas-Madrazo y col. 

1997; Almagro y col. 1997). Por ejemplo, se ha visto que VH 1 y V H3 codifican para la ese 

más frecuente de este locus (la clase 1-3), mientras que V~ es el único gen que codifica 

para la clase 3-5, la cual tiene características muy particulares dentro del repertorio 

estructural de VH (Tabla 3) (Vargas-Madrazo y col. 1997). 
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Tabla 3. Genes funcionales de línea genninal VII (Vargas-Madrazo y col. 1997). 

Ellocus VH es presentado por familias de genes. Dentro de cada familia las secuencias están ordenadas de acuerdo a su localización 

tlsica. De fonna adicional se muestra la ese (H 1 Y H2) a la que pertenece cada uno de los genes. 
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Por lo que la expresión diferencial de genes o grupos de genes puede estar asociada 

a cambios en las propiedades de reconocimiento de los Acs (Pascual y Capra 1991). A este 

respecto Vargas-Madrazo y Paz-García. (2001) correlacionaron las propiedades de 

reconocimiento con el tipo de Acs que pueden ser codificados y expresados por sus genes. 

Lo anterior mediante la clasificación de las secuencias de Ig según criterios estructurales 

que consideran la información más relevante para las propiedades estructurales que median 

el reconocimiento (tales como tipo de conformación que adoptan las asas hipervariables o 

patrón de variabilidad de los residuos para cada posición, etc.). Esta clasificación dio pie a 

la creación de mapas de identidad (Figura 8) que ayudan a identificar algunos aspectos de 

la evolución molecular de los genes IgV, así como genes individuales y grupos de genes 

con características especiales en términos de los atributos que determinan las propiedades 

de reconocimiento de los Acs (Vargas-Madrazo y Paz-Garda 2001). Esto es de gran 

utilidad sobre todo para el entendimiento del uso preferencial de genes IgV, que como 

veremos en la siguiente sección, se ha observado que ocurre en el repertorio de Acs. 
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Figura 8. Mapa Bidimesional del locus VH (Vargas-Madrazo y paz-García 2001). 

En este figura se encuentran agrupados dentro de circulos ovales los genes que codifican para la misma ese. Los genes con alta 

identidad (> 7oo!.) se han agrupado dentro de rectángulos con líneas gruesas y aquellos genes idénticos con lineas delgadas. Los genes o 

grupos de genes que presentan alta identidad han sido conectados con tlechas y su porcentaje de identidad es reportado cerca de cada 

línea. 

2.2.3.2. Uso preferencial de genes 

Como vimos anteriormente no todas las familias de genes de Igs contienen el mismo 

número de genes, siendo que, por ejemplo en el locus V H de humano la complejidad por 

1991; Cook y Tomlinson 1995). Siguiendo esta lógica, si cada segmento de genes tiene la 

misma oportunidad de experimentar rearreglos para formar una unidad de transcripción 

VOl funcional, entonces el repertorio expresado debe reflejar fielmente la composición de 

la línea germinal. Sin embargo, esta complejidad genómica ya sea a nivel de familias V H 

y/o genes individuales puede o no ser reflejada en el repertorio de Acs. Más aún, la 

complejidad es dependiente de diversos factores que aún no están bien determinados 

(Schroeder y col. 1995; Brezinschek y col. 1995; Oavidkova y col. 1997). A este respecto, 

se ha observado que a lo largo de la vida del humano casi todas las familias VH, OH y lH 

son utilizadas (Guigou y col. 1990, Schroeder y col. 1995). No obstante, entre repertorios 

fetales y adultos existen notables diferencias que son especialmente vistas tanto en el uso de 

genes individuales V H, como en la diversificación de H3 (Keamey y col. 1989; Coutinho 

1989; Freitas y col. 1991; Sanz 1991; Thomas-Vaslin y col. 1991; Viale y col. 1993; 

Feeney 1992; Malanchere y col. 1995; Mouthon y col. 1995; Nobrega y col. 1996; 

Schroeder y col. 2001; Zernlin y col. 2002). Por ejemplo, en los repertorios fetales, existe 

una mayor frecuencia en el uso de los genes V3-23, V3-30.3 y de V6-1 que en los adultos 

(Davidkova y col. 1997; Lacroix-Desmazes y col. 1998). Ahora bien, específicamente en 
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cuanto al uso de genes V H en los repertorios de Acs en adultos, los múltiples estudios 

llevados a cabo en individuos caucásicos sanos, muestran que no existe un consenso en 

cuanto a si el repertorio refleja o no la complejidad genómica de las familias V H. Mientras 

que ciertos estudios muestran que algunos individuos expresan un uso similar a la 

complejidad genómica (mostrando inclusive una distribución relativamente estable en el 

tiempo en un mismo individuo) (Guigou 1990, Huang y col. 1992; Kraj 1995; Demaison y 

col. 1995; van Dijk-Hard y Lundkvist 2002); otros estudios muestran a individuos que 

preferentemente expresan algunas familias VH (Zouali y Theze 1991; Huang y col. 1992; 

Davidkova y col. 1997). Por ejemplo VH5, VH6 y VH7 que representan a las familias más 

pequeñas, se ha visto que su distribución es transitoria con respecto al tiempo, ya que 

después de 11 meses, regresa a ser similar a la complejidad genómica (Huang y col. 1992; 

Huang y Stollar 1993). Por otro lado, lo que se evidencia más claramente entre los diversos 

estudios es que todos los individuos muestran un uso preferente de genes V H individuales 

(Huang y Sto llar 1993; Stewart y col. 1993; Klein y col. 1994; Brezinschek y col. 1995; 

Suzuki y col. 1995; Davidkova y col. 1997), algunos de los cuales su expresión es estable 

en el tiempo (V3-23, V4-34, V4-59 Y V3-30) (Suzuki y col. 1995; Huang y col. 1992). 

Resumiendo, el locus V de las Igs está compuesto por múltiples genes los cuales 

han evolucionado para generar un repertorio de línea germinal diverso. La evolución de los 

genes 19 se refleja en su agrupamiento en familias y clanes de genes y ha sido moldeada a 

través de presiones selectivas como las observadas sobre la variabilidad de diversos 

factores estructurales ya mencionados. El hecho de que en distintos niveles estructurales 

(dominios, sub-regiones, posiciones, etc.) se observe una diversidad restringida y 

estrechamente correlacionada con la evolución y diversificación de los genes, sugiere la 
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existencia de estrategias en la evolución de los repertorios de receptores específicos del 

sistema inmune. Puesto que todas las estrategias que están operando en el reconocimiento y 

su expresión en Jos patrones observados a distintos niveles en la estructura del Ac son el 

producto de los eventos evolutivos ocurridos a nivel genético (Rothenfluh y col. 1995), el 

estudio de los mecanismos que generan la diversidad ya sea a nivel evolutivo (variación en 

los genes de línea genninal, evolución de mecanismos de rearreglo, etc.), o a nivel somático 

(rearreglo, edición, hipennutación, etc.) en el repertorio nos pennitirá interpretar más 

claramente los resultados obtenidos en los estudios estructurales y funcionales descritos. 

A continuación describimos brevemente el panorama general de los mecanismos 

genéticos que se han reportado participan en la diversificación del repertorio de 19s. 

2.3. Procesos genéticos y evolutivos de la diversificación en las Igs 

1.3.1. Diversificación del Repertorio 

La diversidad en el repertorio de Acs es generada por procesos genéticos y somáticos (Max 

1998). Es decir, en general los organismos mantienen grandes familias multigénicas con 

miembros muy diversos que codifican para numerosos dominios V. Esta diversidad es 

aumentada por mecanismos somáticos como la recombinación, unión imprecisa de 

segmentos génicos, hipennutación (Tonegawa 1983) y conversión génica (Becker y Knight 

1990; McConnack y col. 1991). Es decir, es la diversidad de origen genninal la que a 

través de la evolución de sus genes ha moldeado la diversidad apropiada de sitios de unión 

al antígeno, siendo que la hipennutación somática se centra en mejorar el ajuste fino de la 

unión con sus ligandos (Tomlinson y col. 1996; Ramírez-Benítez y Almagro 2001). Tales 

fuerzas y mecanismos se describen a continuación. 
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2.3.1.1. Diversificación Somática 

Los mecanismos que operan para diversificar el repertorio de Acs a nivel somático se han 

estudiado con gran detalle. De forma general se ha planteado que la diversidad somática 

está dada por dos mecanismos: la recombinación de los segmentos génicos de línea 

germinal y la diversificación somática de estos genes. Tales mecanismos implican 

primordialmente 4 formas de diversificación de las secuencias de Igs, 3 de estas son 

consecuencia de la recombinación de los genes de la línea germinal que permiten generar 

los dominios variables de las 19s, mientras que la cuarta es un proceso mutacional o de 

conversión génica que ha sido descrita ampliamente sobre todo en humano y ratón durante 

el proceso de maduración (T onegawa 1983). Adicionalmente a las sustituciones asociadas a 

estos cuatro mecanismos, recientemente se ha reportado que también existen procesos de 

inserción y eliminación de tripletes alterando las secuencias de 19 (Wilson y col. 1998; 

Miura y col. 2003), así como procesos de edición de un receptor de células B pre-existente. 

En este último, los segmentos génicos de región variable, tanto de la cadena L como de la 

cadena H, pueden ser cambiados y reemplazados por un nuevo receptor B. La mayoría de 

las evidencias de estos eventos provienen de sistemas en los cuales genes recombinados o 

preformados (VDJH o VJd son reemplazados por otro (Stiernholm y Berinstein 1994; 

Fanning y col. 1998; Retter y Nemazee 1998). 

La primera fuente de diversificación implica entonces que hay múltiples copias de 

los segmentos génicos V, D Y J, cada uno de los cuales pueden contribuir en la generación 

de una región variable de la 19. Por lo que muy diversas regiones variables pueden 

construirse a través de la combinación de estos segmentos. Puesto que hay 

aproximadamente 40 genes funcionales V K Y 5 JK lo que da un total de 200 diferentes 
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regiones V K, Y si adicionalmente existen alrededor de 29 genes funcionales V A Y 4 lA lo que 

da un total de 116 regiones V A, se ha estimado que alrededor de 316 diferentes cadenas 

ligeras pueden ser construidas. Por su parte en la cadena pesada, se ha estimado que existen 

51 genes funcionales VH, aproximadamente 27 segmentos OH y 6 JH; esto da un total de 

alrededor de 8,000 diferentes regiones VH (Janeway y Travers 1997). 

Una segunda fuente de diversidad combinatoria proviene del apareamiento de las 

diversas combinaciones posibles de las regiones VH y VL que forman el sitio de unión al 

antígeno. Se ha propuesto que en teoría 2.5x 106 diferentes moléculas de anticuerpo pueden 

ser generadas. Sin embargo, no todas las regiones VH se aparean exitosamente con las 

regiones VL, esto hace que el número probable se reduzca (Janeway y Travers 1997). 

Diversidad adicional es introducida durante el proceso de recombinación a través de 

la unión imprecisa de los segmentos VOJ mediante la adición de nucleótidos P, N, o-o y 

con los cambios de marco de lectura, así como también a través la hipennutación somática 

la cual introduce mutaciones puntuales en los genes rearreglados (Janeway y Travers 1997). 

Este último se asocia con el fenómeno de maduración de la afinidad, proceso que promueve 

el aumento de la unión con el Ag. La hipennutación somática ocurre cuando las células B 

responden a un estímulo antigénico. Los genes de región e de las Igs y otros genes 

expresados en las células B no son afectados, mientras que todos los genes rearreglados de 

la región V experimentan mutación, aún si resultan en rearreglos no productivos y no son 

expresados (Janeway y Travers 1997). Estudios de los patrones de sustitución en estos 

genes producto de la hipermutación somática han mostrado que a pesar de que las 

mutaciones se distribuyen en toda la región V, estas no son completamente al azar. Dentro 

del exón Ves posible observar ciertos "hotspots" de mutación que indica la preferencia de 
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motivos cortos característicos de 4 ó 5 nucleótidos así como ciertas estructuras secundarias 

características (Jolly y col. 1996; Milstein y col. 1998; Papavasiliou y Schatz 2000; Pavlov 

y col. 2002; Boursier y col. 2004; Rogozin y Diaz 2004). Dentro de las regiones más 

frecuentemente hipermutadas se encuentran los CDRs (Jolly y col. 1996; Milstein y col. 

1998). Adicionalmente a la recombinación y la hipermutación se encuentra la conversión 

génica somática (Weill y Reynaud 1996), cuyo mecanismo se describe más adelante. 

2.3.1.2. Diversificación Germinal 

A pesar de todas estas evidencias que postulan la importancia de la diversidad somática 

para el repertorio de Acs, se ha propuesto que la fuente de diversidad en el repertorio 

ontogénico de Acs es creada a partir de los genes de la línea germinal, al generar 

repertorios de Acs de una mayor o menor afinidad y especificidad por cierto Ag. Desde esta 

perspectiva los genes de línea germinal de las 19s proveerán a través de procesos evolutivos 

que introducen cambios en su secuencia, la capacidad de reconocer al universo antigénico 

(propio y ajeno) volviendo apto o adaptable al sistema inmune. Dentro de estos procesos 

evolutivos se encuentran la duplicación génica, la conversión génica germinal y el 

polimorfismo alélico. Tales procesos se describen a continuación. 

2.3 .1 .2.1 . Duplicación génica 

Como se ha ilustrado en previos análisis filogenéticos muchas duplicaciones han ocurrido 

en los genes V durante la evolución (Ota y Nei 1994, 1995; Matsuda y Honjo 1996; 

Matsuda y col. 1998; Sitnikova y Nei 1998). La primera duplicación de estos segmentos 

génicos generó los linajes de las familias VH y VL aproximadamente hace 350 y 470 

millones de años. La duplicación de los genes V ha proveído las oportunidades para la 
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creación de nuevas variantes que, junto con la mutación y la selección, las fijan o eliminan 

dependiendo de la naturaleza de los productos (Tanaka y Nei 1989; Sitnikova y Nei 1998). 

La continua duplicación genera que en muchas instancias los segmentos de genes V sean 

funcionalmente redundantes. Sin embargo, el que las mutaciones sobre los genes 

duplicados son en su mayoría deletereas hace que finalmente este proceso cree una gran 

abundancia de pseudogenes entre los loci de genes V. 

Considerando la continua generación de genes por duplicación y la remoción de 

estos del genoma, la evolución de los segmentos génicos V puede pensarse como un 

proceso dinámico en el cual el repertorio está constantemente sujeto a cambios (Rothenfluh 

y col. 1995; Ota y col. 2000). Este tipo de proceso evolutivo ha resultado en la expansión y 

contracción de las familias génicas y eventualmente en su homogenización o evolución 

concertada (Ota y col. 2000) al mismo tiempo que se promueve el desarrollo de 

singuralidades de algunos de sus miembros (Vargas-Madrazo 1997; Vargas-Madrazo y 

Paz-García 2001). 

2.3.1.2.2. Conversión génica germinal 

Adicionalmente a la duplicación, en la diversificación del repertorio germinal encontramos 

la conversión génica germinal. El mecanismo de conversión génica fue primero observado 

en la diversificación del repertorio de genes V a nivel somático en gallina (Reynaud y col. 

1987; Thompson y Neiman 1987) y conejo (Becker y Knight 1990). La conversión génica 

ocurre en cis, es direccional y es dependiente de la homología de los segmentos. La 

conversión génica incluye los eventos sin plantilla, principalmente a través de mutaciones 

puntuales que ocurren frecuentemente en el borde del segmento convertido. Es un proceso 

34 



medianamente exacto que implica el uso de fragmentos de longitud variable de más de 10 Y 

menos de 100 pares de bases (pb) (Reynaud y col. 1987; McCormack y Thompson 1990). 

A través de este mecanismo se pudo explicar por qué los pseudogenes se 

conservaban en el genoma, al estar comprometidos con la funcionalidad del repertorio 

sirviendo como donadores de secuencia durante la conversión génica. Esto, ya que muchos 

de los pseudogenes conservados pueden ser aceptores o donadores de conversión de genes 

de línea germinal, fenómeno que se ha planteado contribuye no sólo a la diversificación 

somática sino a la diversidad de tipo germinal (Haino y col. 1994; Kodaira y col. 1986). 

Puesto que los pseudogenes son los que tienen más altas proporciones de mutación, el que 

existan este tipo de mecanismos ha promovido que las mutaciones "prohibidas" por 

selección para los genes funcionales sean introducidas en el genoma suministrándole 

nuevas características a los genes de línea germinal (Li 1997). Sin embargo, la 'conversión 

génica germinal no sólo ha permitido la diversificación del material genómico, sino 

también, se ha visto que promueve la homogenización o evolución concertada del genoma 

(Perlmutter y col. 1985) y/o la corrección de las mutaciones errantes introducidas por los 

pseudogenes (Rothenfluh y col. 1995). 

2.3.1.2.3. Polimorfismo Alélico 

Finalmente, además de la duplicación y la conversión génica germinal dentro de los 

procesos que diversifican los genes de línea germinal encontramos el polimorfismo alélico. 

En las regiones V de las inmunoglobulinas (Ig) humanas, se han observado dos tipos de 

polimorfismo afectando el repertorio de línea germinal; uno es el polimorfismo de 

sustitución de nuc1eótidos y el otro es el polimorfismo de inserción/eliminación de 

segmentos génicos (Cook y Tomlinson 1995). A este respecto diversos estudios han 
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reportado que existen marcadas diferencias en el polimorfismo de inserción/eliminación 

entre las distintas regiones del locus Igh V. Estas diferencias parecieran estar relacionadas 

con la función que el segmento génico juega para el repertorio (Li y col. 2002). Así para el 

caso del locus IghV, en la regiones l y Il se ha observado polimorfismo que implica la 

inserción o eliminación de varios genes (Cui y Li 1998; Pramanik y Li 2002), en contraste 

con la región III para la cual no han sido encontradas este tipo de variaciones (Cui y Li 

1997, 2000) (ver Figura 7). No obstante, se ha observado en estudios de correlación entre 

polimorfismo de inserción/eliminación y patologías que este tipo de variaciones tiene poca 

influencia sobre la propensión hacia ciertas patologías (Pargent y col 1991; Schaible y col. 

1993). 

Procesos similares tienen lugar en el polimorfismo de sustitución, donde se observa 

que los loci ubicados en las regiones más distantes a JH presentan alto grado de 

polimorfismo de sustitución (genes 1-12L, 1-6/1-69, 1-3/1-68, 1-12R Y 4-1IlDP-66) (Cui y 

Li 1997, 2000). En contraste los genes localizados en las porciones próximas a J H son 

altamente conservados (Cook y col. 1994). Por lo que las diferencias en el polimorfismo de 

sustitución no sólo ocurren en dependencia de la localización física del segmento génico en 

el locus Igh V. A este respecto en diversos estudios se ha observado que dentro de las 

regiones codificadoras de cada locus, existen también fragmentos en los que se favorece o 

restringe la diversificación (Cook y Tomlinson 1995; Milner y col. 1995). 

A pesar de todos estos hallazgos, no existe dentro del polimorfismo de sustitución 

una caracterización detallada de sus implicaciones para el mecanismo de reconocimiento 

molecular inmune. Esto debido a que la mayoría de los estudios que evalúan el 

polimorfismo de sustitución, se centran en el cálculo de las frecuencias alélicas en una 

población. Dado lo anterior es que resulta de interés profundizar en la comprensión de las 
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estrategias de evolución molecular en el repertorio de Acs por polimorfismo de sustitución 

y es por ello que en este trabajo nos proponemos estudiar algunos aspectos de la evolución 

molecular de los genes V, así como de los mecanismos de diversificación que operan 

durante la evolución y las consecuencias de estas alteraciones sobre las propiedades 

estructurales del sitio de unión al antígeno. 

2.4 Evolución molecular 

Dentro de las regiones codificadoras la sustitución de aminoácidos permite crear alelos que 

implican variantes estructurales respecto al alelo principal. Este proceso permite explorar el 

espacio de sitios de unión al antígeno hacia una mejor adaptación respecto al universo 

antigénico existente en un periodo evolutivo (Ota y col. 2000). Con todo, no existe una 

caracterización detallada de las implicaciones para el mecanismo de reconocimiento 

molecular inmune que genera el polimorfismo de sustitución. La mayoría de los estudios 

que evalúan el polimorfismo de sustitución como se mencionó anteriormente, se han 

centrando en el cálculo de las frecuencias alélicas en una población (Sasso y col. 1990; van 

Dijk y col. 1991; Sasso y col. 1993; Cui y Li 1998). Sin embargo, esta no es la única forma 

de caracterizar el complejo proceso que implica la evolución por polimorfismo. El 

polimorfismo de un locus puede ser caracterizado no sólo por el número y frecuencia de 

alelos, sino también por el número de mutaciones por alelo (Li 1997), así como por la 

distribución y tipo de sustituciones a lo largo del gen (Eigen y col. 1988). Es decir, una 

caracterización integral y detallada de los patrones de sustitución en alelos de genes V de 

19s, que considere sus particularidades funcionales es también de utilidad para la 

comprensión de las estrategias evolutivas de diversificación. 
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Puesto que las herramientas que evalúan la evolución molecular son muy diversas a 

continuación exploraremos las más importantes y de relevancia para nuestros propósitos. 

2.4.1. Cambios evolutivos en las secuencias de nucleótidos 

Un proceso básico en la evolución de las secuencias de ADN es el cambio de nucleótidos 

con el tiempo. De forma general, el análisis de este proceso evolutivo ha sido a través de la 

comparación de dos o más secuencias codón por codón y clasificando cada diferencia de 

acuerdo al tipo de sitio donde ocurrió el cambio. En el caso que se de una sola sustitución 

en los codones analizados, la diferencia es rápidamente inferida; sin embargo, puede darse 

el caso que difieran en más de un nucleótido. En este caso, se necesita considerar todas las 

mínimas posibilidades evolutivas. 

La comparación de dos o más secuencias homologas implica la identificación y la 

localización de las eliminaciones, inserciones y sustituciones que pudieron haber ocurrido. 

A este proceso se le denomina alineamiento de secuencias y consiste en una serie de 

apareamientos de nucleótidos con base en tres criterios: i) emparejamiento de bases 

concordantes, ii) emparejamiento de bases no concordantes y iii) emparejamiento de una 

base con la secuencia y un hueco "gap" en la otra. 

Este proceso evolutivo de cambios de nucleótidos en el tiempo ha sido ampliamente 

estudiado ya que se ha planteado es esencial: i) para el entendimiento del mecanismo 

evolutivo del ADN y ii) porque los cambios de nucleótido en las secuencias son usados 

tanto para la estimación de las velocidades evolutivas como para la reconstrucción de la 

historia evolutiva de los organismos (Li 1997). Por estas razones diversos modelos han sido 

propuestos para estudiar este proceso (Jukes y Cantor 1969; Kimura 1980, 1981; Holmquist 

y Pearl 1980; Kaplan y Risko 1982; Lanave y coi. 1984). Dentro de los modelos más 
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simples podemos encontrar: i) el modelo de un parámetro de Jukes y Cantor (1969), que 

asume que la sustitución ocurre al azar entre los cuatro tipos de nucleótido y ii) el modelo 

de dos parámetros de Kimura (1980), el cual considera que las transiciones son más 

frecuentes que las transversiones. Más recientemente se ha postulado un tercer modelo 

denominado de matrices, en el que se postula que los cuatro tipos de cambios de nucleótido 

no ocurren en la misma proporción (Li 1997). Cabe destacar que aunque estos tres modelos 

son los más importantes, en la actualidad existen numerosas variaciones (alrededor de 56 

modelos) las cuales han sido agrupadas en el programa Modeltest. Este programa es de 

gran utilidad ya que selecciona el modelo de sustitución nucleotídica que más se ajusta a 

los datos (http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html). 

A pesar de que este tipo de modelos han sido de gran utilidad en el análisis de las 

secuencias, el que la sustitución de un nucleótido por otro tome miles o millones de años, y 

por tanto la variación no pueda ser observada dentro de la vida de un organismo, dichos 

modelos no tienen sentido sino es a la luz de la evolución en un rango de tiempo y en un 

espacio dado. Esto ha implicado la creación y utilización de diversos modelos y algoritmos 

que analizan parámetros y características del material genético mucho más complejas que la 

simple estimación de las proporciones de cambio en cada uno de los nucleótidos. Dichas 

herramientas las exploraremos a continuación. 

1.4.1. Velocidad y patrones de sustitución 

Para detectar sustituciones de nucleótidos en secuencias de ADN, se utiliza la 

comparaciones entre las secuencias con una ancestral (Li 1997). El número de sustituciones 

entre dos o más secuencias permite estimar las proporción de evolución, la divergencia y 

reconstruir árboles filogenéticos. 
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El número de sustituciones nucleotídicas entre dos secuencias (K) se expresa en 

términos del número total de sustituciones dividido entre el número de nucleótidos 

comparados entre las dos secuencias (K = N/L) Y la velocidad de sustitución es el número 

de sustituciones por sitio por año (r = K/(2T)). 

Para la estimación de la velocidad de sustitución existen diversos modelos y su 

utilización irá de acuerdo a la longitud de la secuencia, el valor de K, y la divergencia entre 

las secuencias analizadas. Así por ejemplo, si K es menos a 0.5 el método a utilizar por la 

simplicidad será el Jukes-Cantor (1969) y Kimura-Ota (1972); mientras que para las 

secuencias largas el método de Gojobori y col. (1982) de las matrices es el más indicado y 

para secuencias con alta divergencia el método a utilizar es el de Tajima y Nei (1984). 

Dado que la velocidad de sustitución varía entre secuencias codificadoras y no 

codificadoras, los métodos para analizar uno y otro tipo de región consideran estas 

variaciones en la construcción de sus modelos y algoritmos. Puesto que dentro de nuestro 

estudio sólo consideramos las regiones codificadoras, centraremos nuestra atención en este 

tipo de metodologías. 

Lo primero que salta a la luz en los análisis de la secuencias codificadoras es que en 

la mayoría de estos métodos son tratadas por separado las sustituciones reemplazantes y 

silentes; además de que las secuencias de iniciación y terminación son excluidas de los 

análisis ya que rara ves cambian con el tiempo. Dentro de estas metodologías el análisis de 

la proporción de sustituciones reemplazantes/silentes o índice de reemplazamiento (IR) 

bajo el modelo de cambio genético por mutación puntual aleatoria, proporciona una 

poderosa herramienta para determinar el tipo de presión selectiva que está operando sobre 

posiciones o sub-regiones específicas de genes (Jukes y King 1979, Shlornchik y col. 

1987). Característica que resulta muy adecuada para los objetivos del presente estudio. 
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2.4.3. Polimorfismo en poblaciones 

El grado y los mecanismos que mantienen la variabilidad genética en las poblaciones son 

los propósitos de los genetistas y evolucionistas. A este nivel, destaca que a pesar de la gran 

variedad de modelos que existen para evaluar las variaciones nuc\eotídicas en el tiempo, en 

la mayoría de los estudios que evalúan el polimorfismo alélico por sustitución, se centran 

en el cálculo de las frecuencias alélicas en una población. Sin embargo, esta no es la única 

forma de caracterizarlo. El polimorfismo de un locus puede ser caracterizado no sólo por el 

número y frecuencia de alelos, sino también por el número de mutaciones por alelo (Li 

1997), así como por la distribución y tipo de sustituciones a lo largo de la proteína (Eigen y 

coL 1988). 

A través de los parámetros ya citados es posible calcular tanto el grado de selección 

natural (negativa o positiva) como si existe mutación neutra (prueba de Hudson-Kreitman

Aguadé o McDonald-Kreitman), propiedades que resultan de interés para el presente 

estudio. 

Resumiendo, se ha planteado que el fenómeno de reconocimiento del universo 

antigénico propio y extraño por parte de los Acs es el producto de eventos ocurridos a nivel 

genético (Rothenfluh y col. 1995). Por tanto desde esta perspectiva, el compromiso 

funcional de reconocimiento estaría promoviendo la diversificación de los genes de Ig para 

generar un repertorio de Acs capaz de contender con el gran universo antigénico propio y 

extraño. Sin embargo, se ha visto que la diversidad del repertorio de Acs tanto funcional 

como estructural no es tan grande como se esperaba. Más aún el hecho de que en distintos 

niveles estructurales (dominios, sub-regiones, posiciones, etc.) y funcionales (uso de genes, 

distribución heterogénea de la variabilidad entre familias, etc.) se observe una diversidad 
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restringida y estrechamente correlacionada con la evolución y diversificación de los genes, 

sugiere la existencia de estrategias en la evolución de los repertorios de receptores 

específicos del sistema inmune. 

Puesto que todas las estrategias que están operando en el reconocimiento y su 

expresión en los patrones observados a distintos niveles en la estructura del Ac son el 

producto de los eventos evolutivos ocurridos a nivel genético (Rothenfluh y col. J 995), el 

estudio de los mecanismos que generan la diversidad ya sea a nivel evolutivo (variación en 

los genes de línea germinal, evolución de mecanismos de rearreglo, etc.), o a nivel somático 

(rearreglo, edición, hipermutación, etc.) en el repertorio nos permitirá interpretar más 

claramente los resultados obtenidos en los estudios estructurales y funcionales. No 

obstante, el que los mecanismos por diversificación somática ya se hayan descrito con gran 

detalle y que se postule que es la diversificación germinal la que a través de la evolución de 

sus genes ha moldeado la diversidad apropiada de sitios de unión al antígeno (la 

diversificación somática se centra en mejorar el ajuste fino de la unión con sus Iigandos), 

postulan la necesidad de estudiar a profundidad el origen de la diversidad germinal de los 

genes IgV así como sus implicaciones funcionales para el reconocimiento. Esto sobre todo 

a la luz de que son pocos los estudios que abordan esta problemática y de que en su 

mayoría se centran en el cálculo de frecuencias alélicas y no exploran el contenido de 

información genética y estructural de cada secuencia. 

3. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Con el objetivo de entender con más detalle las estrategias que utiliza el sistema inmune 

para crear repertorios diversos de Acs con afinidad y especificidad adecuadas. se analizaron 
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las mutaciones en los alelos de los genes funcionales IgV según los alineamientos de alelos 

reportados en la base de datos lMGT hllp: !íi ll1 ~l.c in e:=; . tl · (Lefranc 2003; Lefranc 2004; 

Lefranc and Lefranc 2001). A partir de esta base de datos se analizaron los siguientes 

aspectos: i) distribución de alelos mutados por locus, ii) número de sustituciones por alelo, 

iii) distribución y tipo de sustitución de aminoácido en el exón variable, y iv) análisis de la 

proporción de sustituciones reemplazantes/silentes (RJS) para el exón variable completo y 

por sub-regiones (FRs y CDRs). El análisis de proporción de sustituciones RJS bajo el 

modelo de cambio genético por mutación puntual aleatoria proporciona una poderosa 

herramienta para determinar el tipo de presión selectiva que opera sobre posiciones o sub

regiones específicas de los genes (Jukes y King 1979, Shlomchik y col. 1987). Esta 

característica resulta muy adecuada para los objetivos del presente estudio. 

Simultáneamente al análisis evolutivo de patrones de sustitución en los alelos de los 

loci IgV, se realizó un estudio de las sustituciones en alelos de una población mexicana. 

Este análisis resulta de interés debido a que son muy pocos los estudios poblacionales 

sistemáticos para caracterizar el polimorfismo de los genes de 19s (la mayoría de los alelos 

de la base de datos provienen de estudios en lo que su objetivo no era caracterizar el 

polimorfismo), más aún los estudios que reportan alelos provienen de poblaciones 

caucásicas. Es por lo tanto importante profundizar en la determinación del polimorfismo, al 

menos de ciertos genes importantes (Vargas-Madrazo y paz-García 200 1), lo cual 

esperamos nos permita avanzar en la comprensión de las estrategias evolutivas y de 

desarrollo de los repertorios de Acs. 

Finalmente, dado que el estudio de los mecanismos de diversificación tienen como 

objetivo profundizar en el entendimiento del fenómeno de reconocimiento moiecular 

mm une, y que dicho fenómeno funda sus bases epistemológicas en el concepto de 
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especificidad, a lo largo de este proceso de investigación hemos estudiado de forma 

paralela la especificidad. Esta necesidad surge debido a que la especificidad a nivel 

molecular es un concepto sumamente confuso. Por una parte genera un ánimo de seguridad 

a las personas que lo usan ya que parece estar sólidamente fundamentado en evidencia 

estructural bioquímica, la cual postula un modelo llave-cerradura rígido. Por otro lado es un 

concepto vago, sin definición, que se explica a través de metáforas. Tal investigación se 

realizó mediante una revisión bibliográfica del concepto, sus definiciones, explicaciones y 

usos. 

4. METODOLOGÍA 

4.1. Análisis evolutivo molecular en alelos de genes V de inmunoglobulina 

4.1.1. Construcción de la base de datos 

Partiendo de la base de datos IMGT (http ://Í l1lgl.cines.fr), se compilaron todos los alelos de 

los genes IgV de humano y ratón, y se compararon de forma detallada con los genes de 

línea germihaL Alineamos cada uno de los alelos con el alelo representante de cada gen 

IgV y siguiendo el criterio de máxima homología asignamos las secuencias. El análisis 

detallado las secuencias permitió reasignar algunos de los alelos que presentaban errores en 

la base de datos original. 

Con el propósito de tener elementos cualitativos en este estudio, cada uno de los 

artículos originales que reportaron alelos a estudiar fue revisado. Esto nos permitió obtener 

información relevante para cada secuencia. A partir de la información contenida en cada 

uno de los artículos originales se evaluó la calidad de la base de datos. Esto a través de la 

valoración y la sistematización de: i) propósito de la investigación, ii) condiciones 
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experimentales, iii) origen del ADN (raza y/o procedencia de los individuos muestreados, 

tipo de células y/o tejido, etc.) 

4.1.2. Clasificación del tipo de reemplazo 

Para cada una de las mutaciones reportadas en los alelos se analizó el tipo de sustitución de 

aminoácido (alteración de las propiedades fisico-químicas) que se presenta en cada residuo. 

Esto de acuerdo con el sistema de agrupación y análisis de residuos de Grantham (1978) Y 

Go y Miyazawa (1980). En estos sistemas, la alteración de las propiedades fisico-químicas 

y por tanto de la funcionalidad del sitio activo se encuentra principalmente determinada por 

la composición, polaridad, volumen molecular, exterioridad e interioridad de las cadenas 

laterales. Considerando todas estas características clasificarnos las sustituciones de 

aminoácido en tres grupos: i) Conservativa, cuando la sustitución no tiene repercusiones en 

la estructura de las proteína, ii) No-conservativa, cuando la sustitución alteró algunas de las 

propiedades fisicoquímicas de las proteína, y iii) Radical, cuando la sustitución altera 

drásticamente no sólo las propiedades fisicoquímicas sino también de plegamiento de la 

proteína. 

4.1.3. Cálculo de la proporción R/S 

La identidad secuencial entre diversos segmentos génicos puede provenir de la presión 

evolutiva que mantiene la secuencia solamente a nivel de nucleótido o de preservar la 

secuencia a nivel de proteína. Dentro de los análisis que permiten evaiuar las fuerzas que 

actúan en la evolución de las secuencias se encuentran aquellos en donde se estudian 

cambios de aminoácido producto de las mutaciones ocurridas en un codón. En vista de la 

redundancia exhibida en el código genético, los cambios de bases en un codón pueden 
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generar tanto el reemplazo de un aminoácido (R), como su conservación (mutación silente 

(S)). Siguiendo este criterio, es posible caracterizar las fuerzas evolutivas que moldean la 

diversificación en las diferentes sub-regiones de un gen a través del cálculo de las 

proporciones de sustituciones reemplazanates y silentes (R/S) o índice de reemplazamiento 

(IR). Dicho índice se calcula dividiendo las sustituciones reemplazantes entre el total de 

sustituciones silentes (R/S) (Jukes y King 1979; Shlomchik y col. 1987). Las sustituciones 

se contabilizan como cambios de nucleótido encontrados en un alelo respecto al alelo 

predominante para un locus. Los codones que experimentan mutación al azar presentan 

índices de 2.9. Valores por debajo de 2.9 indican conservación y valores por encima 

diversificación (Jukes y King 1979; Shlomchik y col. 1987). 

4.2. Análisis Poblacional de los patrones de sustitución en genes V H de 

inmunoglobulina 

4.2.1. Selección de los genes a estudiar 

Usando los mapas bidimensionales reportados en trabajos anteriores (Vargas-Madrazo y 

Paz-GarcÍa 2001) que permiten agrupar e identificar genes V que codifican para Acs con 

propiedades de reconocimiento distintivas y de los análisis de uso de genes, se 

seleccionaron los siguientes genes: 

i) el gen V3-23 (V H26), el cual se expresa con gran frecuencia en linfocitos B 

fetales y adultos y en auto-anticuerpos (Cook y Tomlinson 1995; Sasso y col. 1995; 

Schroeder y col. 1995) 

ii) el gen V6-1, UntCO miembro de la familia VH6 y que se presenta 

preferencialmente en linfocitos fetales y auto-anticuerpos (Berman y col. 1991; Van Dijk

Hard y col. 1997; Raaphorst y col. 1997). Además de que es el único gen que codifica para 
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la clase de estructura canónica 3-5, clase con características estructurales únicas (Pascual y 

Capra 1991; Vargas-Madrazo y col. 1995; Vargas-Madrazo y Paz 2001). 

iii) los genes 4-59 y 4-61, los cuales presentan 100% de identidad en aquellas 

posiciones relevantes en la interacción con el Ag, pero codifican para diferentes CSC (1-1 Y 

3-1 respectivamente) (Vargas-Madrazo y Paz 2001). 

4.2.2. Diseño de los Cebadores ó "Primers" 

Se diseñaron "primers" familia-específico para los genes V H a estudiar siguiendo la 

metodología de Tomlinson y col. (1992). En esta metodología las regiones amplificadoras 

se localizan en el heptámero y parte de la región espaciadora de la recombinación 3' 

terminal, así como el exón líder o 5' terminal. Puesto que parte del heptámero se pierde 

durante la recombinación, esta estrategia permite asegurar la amplificación sólo de genes de 

línea germinal. 

Adicionalmente, se diseñaron "primers" internos en el caso de las familias V H3 Y 

V H4. Estos se localizaron en las regiones que presentan mayor variabilidad dentro de las 

familias (CDRl y CDR2) ya que son blancos fáciles para la selección de los genes de 

estudio (V3-23, V4-59 y V4-61). 

4.2.3. Preparación del ADN genómico 

El ADN genómico fue aislado de las células blancas de sangre periférica obtenida de 20 

individuos sanos (10 indígenas y 10 mestizos mexicanos). Para ello se utilizó el método de 

Blin y Stafford (1976) a partir de 5 mi de sangre completa colectada en un tubo con 0.057 

de EOTA al 15%. La sangre se transfirió a un tubo de propileno de 20 mI conteniendo 

previamente 10 mI de buffer de fosfatos (PBS): fosfatos 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.2. La 
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pastilla nuclear fue aislada por centrifugación a 800 g por 7 min a 4°C y luego resuspendida 

en 10 mI de buffer de extracción (acetato de sodio 300 mM, EDTA 50 mM pH 7.5, RNasa 

A a una concentración final de 25 J..lg/ml) y 50 J..ll de proteinasa K. Las muestras se 

incubaron a 50°C por 5 hrs. La pastilla fue extraída dos veces con fenol/cloroformo, una 

vez con cloroformo y precipitada mediante el uso de etanol frío. El ADN fue resuspendído 

en 500 J..ll de agua y cuantificado por espectroscopia UV a 260 nm. 

4.2.4. Amplificación por RCP ó "PCR" y secuenciación 

El ADN genómico fue amplificado usando los primers previamente diseñados y siguiendo 

el protocolo de Tomlinson y col. (L 992). Las mezclas de reacción se llevaron a 50 !ll 

conteniendo: 25 pmol of cada primer, 5 to 10 !lg de ADN genómico, 2.5 unidades de Taq 

polimerasa, 20 J..lM de cada dNTPs, el buffer recomendado (50 mM KCI, LO mM Tris-HCl 

pH 8.8) Y l.5 mM de MgClz. La reacción se desarrolló con 30 ciclos de ampliticación, en el 

que cada ciclo consistió en: 1 min de desnaturalización a 94°C, 1 min de alineamiento a 

55°C y 2 min de extensión a n°c. Al final de los 30 ciclos se realizó una extensión final a 

noc por 5 mino 

El producto de la amplificación se analizó corriendo 5 J..lI de la muestra en un gel de 

agarosa al 2%. El fragmento aislado e identificado se cortó y el ADN fue extraído con 

fenol/cloroformo, precipitado con etanol y digerido con enzimas de restricción (EcoRl y 

XbaI). El producto fue ligado a un plasmido (Puc-19) previmante digerido con las mismas 

enzimas de restricción. La mezcla de ligación fue utilizada para la transformación de 

células de E. coli XLl-blue por electroporación (Dower y col. 1988). El ADN seleccionado 
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y extraído de las placas de bacterias transfonnadas fue purificado y secuenciado por el 

método de Sanger y col. (1977). 

Para evitar problemas de contaminación y falsos positivos se tomaron diversas 

precaUClOnes: controles negativos (sin AON genómico), amplificaciones independientes 

con los mismos "primers", en todos los casos se impuso el requerimiento de que cada gen 

V H de línea genninal se encontrará al menos en 2 amplificaciones independientes. 

4.3. Análisis funcional-estructural de las sustituciones y sus implicaciones 

para el mecanismo de reconocimiento molecular inmune 

Caracterizados e identificados los alelos encontrados se procedió a realizar los estudios a 

nivel estructural. Para ello se consideró una jerarquía diferenciada para cada posición de 

acuerdo a los atributos moleculares fundamentales para el mecanismo de reconocimiento de 

Ags por Acs (posiciones en contacto, posiciones que detenninan las estructuras canónicas; 

posiciones involucradas en la interacción VH: VL, etc). Este esquema ha sido desarrollado 

por nuestro grupo de investigación (Vargas- Madrazo y col. 1995, 1997; Vargas-Madrazo y 

Paz-García 2001). El estudio estructural pennitió detenninar las implicaciones a nivel del 

reconocimiento inmune de los cambios generados en el alelo. El análisis se hizo a través de 

la modelación molecular de cada uno de los cambios observados en la secuencia de 

aminoácidos a la luz del modelo de reconocimiento molecular Ag-Ac. Puesto que existen 

en la actualidad gran cantidad de estructuras cristalográficas, seleccionamos mediante 

criterios de homología de secuencias una estructura para la modelación. Todo esto se hizo 

con la ayuda de una estación de trabajo Silicon Graphics y del Software InsigWl. 
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5. RESULTADOS y DISCUSIÓN 

5.1. Artículos de Investigación 

Las Igs junto con el TCR y el MHC constituyen sub-familias de proteínas con altas 

velocidades evolutivas, propiedad que se ha asociado con las funciones de enonne 

diversidad de reconocimiento y defensa en las que participan. A pesar de que esta visión de 

la evolución rápida en las 19s es ampliamente aceptada, diversos estudios han mostrado que 

en la evolución de estos receptores convergen diversas y contradictorias fuerzas que aún no 

son plenamente entendidas. 

En las Igs la capacidad de reconocimiento es principalmente el producto de 

vanaCiOnes que modifican las características de su sitio de unión al antígeno y de las 

regiones que tienen influencia sobre éste; es decir, por variación en la fonna general de 

dicho sitio y de la composición de aminoácidos en las asas hipervariables que lo confonnan 

(Wilson y Stanfield 1993). Desde esta perspectiva, si las Igs tuvieran la alta proporción de 

mutaciones respecto al tiempo que se postula, el número de posibles sitios de unión al 

antígeno sería casi ilimitado. Sin embargo, diversos estudios han mostrado que las Igs no 

presentan una hipervariabilidad tan elevada y aleatoria como se había postulado (Cocho y 

col. 1993; Vargas-Madrazo y col. 1994; Lara-Ochoa y col. 1996), lo anterior debido a que 

operan restricciones tanto a n:vel funcional como estructural. Por lo anterior es de interés 

explorar las fuerzas que actúan en los procesos de diversificación de las Igs. 

Como se mostró previamente, dentro de estos procesos evolutivos que introducen 

cambios en la secuencia para volver más apto o adaptable al sistema inmune se encuentran 

la duplicación génica, el polimorfismo alélico y la conversión génica germinal (Pascual y 

Capra 1991 ; Sitnikova y Su 1998). A nivel de polimorfismo alélico, aunque mucho se habla 

50 



de cuan polirnórficos son los genes de 19, muy pocos son los estudios en los que se evalúa 

en detalle el contenido de infonnación genética y estructural de las secuencias. En la 

mayoría de los estudios de evolución de genes de 19s la distancia entre secuencias es 

considerada como una medida de separación temporal, suponiéndose tácitamente que las 

probabilidades de sustitución son unifonnes e invariantes en todas las posiciones (Eigen y 

col. 1988). Los estudios bajo este tipo de premisas han sido generalmente aplicados a genes 

de proteínas invariantes o poco variables, situación en la cual parece más plausible asumir 

dichas homogeneidades. Sin embargo, es bien sabido que la diversificación en las regiones 

variables de las 19s no se distribuye de fonna homogénea en todas las posiciones (Wu y 

Kabat 1970; Vargas-Madrazo y col. 1994). Desde este punto de vista, la variabilidad puede 

ir desde la total conservación en algunas posiciones hasta la hipervariablidad en otras 

(Eigen y col. 1988). Más aún, visiones más cercanas a la complejidad biológica de las 

macromoléculas nos dice que no todas las sustituciones de aminoácido en una proteína 

dada tienen el mismo impacto para la evolución (Zuckerkandl 1976). 

Por lo anterior y dada la importancia tanto para la inmunología como para la 

evolución molecular de un mejor entendimiento de los procesos básicos de evollución en 

receptores específicos (tales como las 19s), reswlta importante estudiar en detalle la 

naturaleza de los procesos de diversificación en proteínas con alta proporción de 

mutaciones (por ej. 19s). Esto sobre todo siguiendo un modelo en donde se considere tanto 

el contenido de infonnación genética, como estructural de las secuencias (análisis verticales 

y horizontales), los cuales en estudios previos han mostrado que pueden contribuir a 

profundizar la comprensión de la naturaleza de los procesos evo'lutivos. 

Es por ello que en esta investigación anahzamos la evolución de la infonnación . 

genética y estructural por diversificación alélica en genes 19V. Como se mencinnó 
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anterionuente, el sitio de unión al antígeno se compone de 6 asas hipervariables, 3 de VH y 

3 de VL. Por lo que un estudio completo de los patrones de sustitución por polimorfismo en 

genes IgV deberá comprender el análisis de los loci IghV, IgKV e IgAV, así como de los 

loci O y J, pero aquí sólo se analizaran los loci correspondientes a la región V que 

comprende la región codificadora más grande de los dominios V. 

En vista de las diversas evidencias estructurales (Vargas-Madrazo y col. 1995; 

Kabat y Wu 1991; Wilson y Stanfield 1993) y funcionales (Zouali 1995; Ward y col. 1989) 

que postulan que el dominio VH juega un papel más preponderante en el mecanismo de 

reconocimiento y en particular en la estrategia de diversificación, decidimos tener un 

primer acercamiento al proceso de diversificación genuinal por polimorfismo alélico en el 

locus IghV de humano. Dicho estudio dio lugar al primer artículo titulado: "Structural 

Analysis of Substitution Patterns in Alleles of Human lmmunoglobulin VH Genes" 

(documento en lo subsiguiente identificado como artículo Al). 

Con esta infonuación decidimos explorar y contrastar lo observado en el locus 19h V 

de humano con los dos loci que codifican para el dominio VL. Más aún, dadas las 

similitudes entre humano y ratón en los mecanismos de diversificación de Igs (WeiU y 

Reynaud 1996) y en las características del repertorio estructural (A ~magro y col. 1997, 

1998) Y al ser además las dos especies más estudiadas en inmunología, es también de 

interés comparar los resultados para estos tres loci de 19s en estas dos especies. El análisis 

de los patrones de sustitución en los dos loci de VL tanto en humano como en ratón y su 

comparación con lo previamente observado en el artículo A 1 dio lugar al segundo artículo 

titu lado: "Substitution Pattems in Alleles of lmmunoglobulin V Genes in Humans and 

Mice" (artículo A2). 
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Adicionalmente, en vista de las evidencias que muestran un uso sesgado en los 

genes de 19 y que postulan que sólo una pequeña fracción del repertorio juega un papel 

central para determinar las propiedades fundamentales de los repertorios de Acs del sistema 

inmune (Zinkernagel y Doherty 1977; Viale y col. 1992; Rothenfluh y col. 1995; Nobrega 

y col. 1998; Lacroix-Desmazes y col. 1998; Coutinho 2000; Zinkernagel y Hengartner 

2001; Zinkernagel 2002; Mackworth-Young y col. 2003); y de que en la actualidad son 

pocos los estudios que evalúan los procesos de diversificación germinal por polimorfismo 

alélico, decIdimos analizar los patrones de sustitución en los alelos de ciertos genes de 

interés (Vargas-Madrazo y paz-García 2001) en una muestra de individuos mexicanos. 

Estos resultados se reportan en el tercer artículo titulado: "Novel Substitution 

Polymorphisms of Human lmmunoglobulin VH Genes in Mexicans" (artículo A3) . 

Por último, todas estas propiedades, dinámicas y mecanismos evolutivos que le han 

dado forma al repertorio de Acs a través de asignarle características estructurales 

particulares a cada una de sus partes no tienen sentido sino a la luz del fenómeno de 

especificidad inmunológica. En vista de lo anterior, realizamos de forma adicional y 

paralela al estudio de la diversificación germinal por polimorfismo alélico una 

investigación histórica, epistemológica y contextual de dicho fenómeno. Los resultados de 

este último se encuentran descritos en el cuarto artículo titulado: "The lmmunological 

Specificity: History, Settings, Metaphors and Phantoms" (artículo A4). 
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Abstraet 

The diversity in repertoires of antibodies (Abs) needed in response to the antigen challenge is produced by evolutionary and somatic 
processes. The mechanisms operating at a somatic level have been studied in great detai\. In contrast, neither the mechanisms nor the 
strategies of diversification al an evolutionary level have yet been understood in similar detail. Particularly, the substitution patterns in alleles 
of immunoglobulin genes (Igs) have not been systematically studied. Furthermore, there is a scarcity of studies which link the analysis at a 
genetic level ofthe diversification ofrepertoireswith the structural consequences al the protein level ofthe changes in ONA informat1on. For 
the purpose of systemarically characterizing the strategies of evolutionary diversification through sequence variation al aJleles, in Ibis work, 
we built a database for all the alle1es ofthe IGHV locus in humans reported until now. Based on these data, we perfonned diverse analyses 
of subsritution pattems and linked these results with studies at the protein leve\. We found lbat the sequence diversification in different alleles 
does not operate with equal intensity for all V genes.. OUT studies., both of the number of substitutions and of the type of amiDO acid cbange 
per sub-segrnent of the V-REGION evidenced differences in Ibe selective pressure lo which these regions are ellposOO.. TIte impJiations of 
these results for undcrstanding the evolutionary diversification strategies, as well as for the somatic geoeration of antibody repertoires are 
discussed. 
© 2004 Elsevier Ltd. AH rights reserved. 

Keywords: R/S ratio; Amino acid substitution pattcm; Molecular recognition; Anlibody rcpertoires 

t. Introduction 

Thc main function of the immune system in vertebra tes 
is to protect them from foreign organisl11s (Mazumdar, 1995; 

Cohn and Langman, 1996). Since thc variety ofthe antigenic 
world is enormous, efficient immunological mechanisms of 
defense must be provided with repertoires of highly diver
sified receptors able to contribute efficiently to tlle recogni
tion and processing of foreign agents. Diversity in the reper

toire of antibodies (Abs) is produced by genetic and somatic 

Abbreviatiol/s: Ab, antibody; CDR, complementarity detennining re
gion; FR, framework region; Ig, irnmunoglobulin; RJS ratio, replace
rnentl~ilent rdtio 
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processes (Max, 1998). Generally, organisms llave extensive 

multigenetic families with diverse members which encode 
numerous V-REGIONs. Such diversity increases by somatic 

mechanisms like recombination. inexact binding of genetic 
segments, Ilypermutation (Tonegawa. 1983) and germline 

conversion (Becker and Knight, 1990; McCormack et al.. 

1991). 
The mechanisms operating to diversify the Abs repertoire 

at somatic level have been studied in great detail, but little is 

known about the genetic contribution to the diversification of 
the Ab repertoire. This lack ofunderstanding is partly due to 

!he very complex configuration, composition and evolution 
ofthe immunoglobulin (Ig) genes (Li et al., 2002) . However, 
it is fundamental to understand the factors that have shaped 

the gcrmline repcrtoire and its evolutionary diversification 
processes. This knowledge should lead to an understanding 



DTD5 

2 r Romo-González. E. Vargas-Madrazo / Molecular Immunology = (2004) x.o:-x.o: 

ofthe differential expression ofV genes and their association 
wilh sorne pathologies (Milner el al., 1995). 

In the human Ig loci, two types of polymorphism havc 
been observed for the V genes: (i) variation in nucleotide 
substitution and (ii) insertion andlor deletion of genes in 
the locus (Cook and Tomlinson, 1995; Lefranc el al., 1999; 
Hammarslrom et al., 1990; Matsuda et al., 1993, 1998). 
Although a correlation between insertionldeletioo polymor
phism variations and pathologies has nol been found (Pargenl 
et al., 1991; Schaible el al., 1993), such events may affect the 
fllnction that genetic segments play in the Repertoire (Li et al., 
2002). In regions 1 and 11 of gene IGHV, this kind of poly
morphism has been observed (Cui and Li, 1998; Pramanik 
and Li, 2002), whereas in region 111 this type of variations 
has not been found (Cui and Li, 1997,2000). 

Similar processes take place in evolution through nu
c1eotide substitution where the genes situated in the most JH
distal regions present a high degree of substitution polyrnor
phism (genes 1-12L, 1-6/1-69, 1-3/1-68, 1-12R and 4-IIIDP-
66), in contrast to genes located in the most Ju-proximal por
lion thal are highly conservcd (Cook el al., 1994a, 1994b). 
Differences in substitution polyrnorphism depend not only on 
the physicallocation ofthe IGHV genes; it has beenobserved 
that within the V-REGIONs, there also exist fragments in 
which diversification is either favored or restricted (Cook and 
Tomlinson, 1995; Milner el al., 1995). Within the mutations 
obscrved in germline gencs, proccsscs of diversification and 
selection have been seen to stimulate the variability of ami no 
acids at thc antigen-binding site and to conserve the ami no 
acids in the framework regions (FRs). This highly marked 
conservation of the FR is related to its function of maintain-' 
ing the folding ofthe domain, and consequently conserve the 
general structure ofthe anligen-binding sile (Tanaka and Nei, 
1989; Kirkham and Schroeder, 1994; Vargas-Madrazo el al.. 
1994; Tomlinson el al., (996). FlIrthermore, variability in the 
VH domain is not only favored in the CDRs, as sorne FRs are 
more susceptible lo processes of diversification while others 
are highly conserved (Kirkham el al., 1992). Differences in 
conscrvation may be attributed to the distinct functions per
formed by these sub-segments in the antibody (Kirkham el 
al., 1992; Kirkham and Schroeder, 1994). 

Within the V-REGIONs, the substitution of nucleotides 
permits the creation of alleles with amino acid changes which 
imply structural variants with respect to its parent allele. This 
process permits the exploration of variants of antigen-binding 
sites, allowing a better adaptation to the changing antigenic 
universe in an evolutionary period (Ota el al., 2000). 

At present a detailed characterization of the imp[ications 
of thc substitution patterns in allcles for the mechanism of 
antigen-antibody recognition does not cxist. There are sev
erallevels at which the evolutionary strategies ofthe Ig genes 
can be characterized (Sasso el al., 1990; van Dijk el al.. 1991; 
Sasso el ai., [993; Cui and Li, 1998). For example, the evo
lutionary diversification of 19 genes can be studied by thc 
number of mutations per allele (Li, (997), as well as by the 
dislribution and type of substitutions along Ihe gene (Eigen 

et al., 1989). There is a marked difference in evolutionary pat
tems belween FRs and CDRs in the antibodies (Kabal, 1978; 
Lara-Ochoa et al., 1995), but even wilhin each region there 
are very diverse pattems ofvariation among distlnct positions 
(Vargas-Madraza et al., 1994). For instance, hypervariable 
positions that have a high frequency of contact with the anti
gen are present in the CDRs (Padlan et al., 1995; MacCallum 
el al., [996; Ramirez-Beniles and Almagro, 2001), whereas 
other highly conserved positions preserve the slructure ofthe 
antigen-binding site (Cholhia and Lesk, [987; Pad[an, 1990; 
Vargas-Madrazo et al., 1994). Therefore, an integral and de
tai[ed characterization of the substitution patterns in alleles 
in the V genes of Igs that considers its functional peculiari
ties, will allow a deeper comprehension of the strategies of 
molecular evolution in the repertoire of antibodies (Vargas
Madrazo et al., 1997). 

In this paper we analyzed sorne aspects of molecular 
evolution by allelic variation in the human IGHV genes 
and the consequences of these alterations 00 the structural 
properties of the antigen-binding site. This will permit a 
more detailed understanding of the strategies that the im
mune system develops to create diversc repertoires of Abs 
with high affinity and specificity. Allele mutations of the hu
man functional IGHV genes were analyzed, based on the 
a[ignments of alleles available in IMGT Repertoire from 
IMGT, the intemational ImMunoGenetics information sys
tcm, http://imgt.cines.fr(Lefranc, 2003, 2004), and published 
in The lmmunoglobulin FactsBook (Lefranc and Lefranc. 
200 [). Through a detailed study of the original reports on 
the sequences, we evaluated the quaJity of tbe available in
formation. Based on this database, the following aspects are 
analyzed: (i) distribution of alleles per gene; (ii) number of 
substitutions per allele; (iii) distribution and type of amino 
acid substitution in the V-REGlON; (iv) analysis of the re
placement/silent substitutions ratio (RlS ratio) for the com
plete V-REGlON and by sub-regions (FRs and CDRs). 

The analysis of the RlS ratio with the model of genetic 
change through aleatory punctual mutation provides a pow
erful tool for determining the type of selective prcssure that is 
operating on positions or specific sub-regions of genes (J ukes 
and King, 1979; Shlomchik et al., 1987). This characterislic 
is very appropriate for the objectives ofthe present study. 

2. Methods 

2. J. Cons/ruction ol/he da/abase 

Based on the lMGT (http://imgt.cines.fr)database,allal
[eles ofthe human IGHV locus were compiled and compared 
in detai[ with the germline genes. We aligned each ofthe a[
leles with the allele representing each IGHV gene and, fo[
lowing the criterion ofmaximum homology, we assigned thc 
sequences to the corresponding alle1e. An analysis ofthe se
quences made it possible to reassign sorne ofthe allelcs that 
presented errors in their assignment in the original database 
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due to problems of alignment. In order to have qualitative 
elements for this study, each of the original articles was re
viewed to obtain the infonnation relevant to each sequence. 
The original sequences were checked; the experimental con
ditions, the source of the DNA, and other data were collected 
in order to evaluate the quality ofthe database. 

2.2. C1assification ofthe type ofreplacement 

Foreach ofthe substitutions reported in the alleles, the type 
of amino acid substitution (alterations of physico-chemical 
properties) presented in each residue was analyzed; this was 
done in accordance with the system ofthe grouping and anal
ysis by Grantham (1974) and Go and Miyazawa (1980). In 
these systems, the alteration of physico-chemical properties 
is mainly detennined by the composition, polarity, molecu
lar volume, exteriority and interiority of the lateral chains. 
Considering all these characteristics, we c1assified the amino 
acid substitutions into three groups: (i) conservative, (ii) non
conservative and (iii) radical. 

2.3. Calculating the R/S ratio 

Due to redundancy in the genetic code, base pairs changes 
in a codon may yield either a replacement of one amino 
acid by another or preservation of the same residue (a silent 
mutation). Bccause of this, it is possible to characterize the 
evolutionary forces shaping the diversification of the differ
ent sub-regions of a gene by studying the replaccment and 
silcnt substitutions ratio (RlS ratio). The RlS ratio was cal
culated by dividing the replacement substitutions by the total 
number of silent substitutions (RJS) (Jukes and King, 1979; 
Shlomchik et al.. 1987). The substitutions are counted as nu
cleotide changes found in an allele with respect to the pre
dominant allele in a gene. Codons undergoing random muta
tion are predicted to yield an RlS ratio of 2.9. Values below 
2.9 indicate conservation and those aboye 2.9 diversification 
(Jukes and King, 1979; Shlomchik et al., 1987). 

3. Results 

3.1. Analysis ofthe databasefor human 1GHValfeles 

Table 1 reports the genes for which alleles nave be en 
found. This database ineludes 158 sequences, which con
tribute alleles for 42' of the 51 functional genes that fonn the 
IGHV locus (Cook and Tomlinson, 1995). Jt is remarkable 
that most ofthe studies reporting alleles were not realized for 
the purpose of chardCterizing allelic polymorphism. It should 
also be mentioned that most of the samples of genetic ma
terial for studies of IGHV genes have been obtained from 
Caucasian individuals. 

The main features that we found from the detailed analysis 
of the sequence database are: 

(i) Only part of the data comes from studies specifically 
designed to characterize polymorphism. Although the 
remaining studies report sequences of alleles, this was 
not the purposeoftheir research. For instance, the alleles 
found for genes V7-4-I, V5-51, V5-a and V3-23 resulted 
from systemaric studies to characterize their polymor
phism (Sanz et al., 1989; Willems van Dijk et al., 1992: 
Rubinstein et al., 1994; Sasso ct al., 1995). 

(ii) The polymorphism found for genes V3-11, V3-15, V3-
30, V3-30-3, V3-33, V3-49, V3-64, V4-4, V4-30-2, V4-
30-4, V4-31, V4-34, V4-39, V4-59, and V4-61 was re
ported in studies. whose objecrive was to characterize 
the polymorphism of their respective families, but not 
specifically that ofthese genes (Sasso et al., 1990, 1992; 
Olee et al., 1991; Weng et al., 1992; Winkler et al., 1992: 
Adderson et al., 1993). 

(iii) The alleles found for the remaining genes (21) may 
be considered circurnstantial, since they were found in 
studies of other kinds, such as the mapping ofthe IGHV 
locus, or gene usage and its association with pathologies. 

(iv) Genes VI-18, V3-7, V3-I3, and V3-30-3 have been 
studied independently by different research groups that 
always found the same allele for each gene (Berman 
et al., 1988; Olee et al., 1991; Kuppers et al.. 1992: 
Tomlinson et al., 1992; Winkler et al.. 1992; Matsuda 
et al" 1993; Sasso et al., 1992, (995). 

(v) For gene V3-30, 18 different alleles have been reported, 
and they resulted from four independent studics (Chen, 
1990;Oleeetal., 1991;Sassoetal" 1992; Harl1leretal. , 
1995); for gene V3-23, in contrast, only two a1leles have 
been found also as a result of four independent studies 
(Chen et al., 1988: Tomlinson et al., 1992; Matsuda et 
al., 1993; Sasso et al., 1995). 

(vi) In the case ofthe genes with more reported alIeles (2-70, 
4-34,4-59 and 3-30), the different alIeles resulted from 
independent studies (Kodaira et al.. 1986: Lee et al., 
1987; Baer et al., 1988: Chen, 1990; Olee et al., 1991: 
Pascual et al., 1990; Campbell et al., 1992; Sasso et al., 
1992; Tomlinson et al., 1992; van Es et al., 1992; Weng 
et al., 1992; Andris et al. , 1993 ; Matsuda et al., 1993: 
van der Maarel et al., 1993; Cook et al., 1 994a, 1994b: 
Brezinschek et al., 1995: Harmer et al., 1995: 
Voswinkel et al., 1997). 

The fifth and sixth columns ofTable 1 show the number 
of alleles reported for each gene. A great variability in the 
number of alleles per gene exists, for example, gene 3-30 
presents 18 alleles, whereas gene 3-13 has only one. This 
range implies great differences in the degree of variability 
for the genes, which allows us to elassify the genes variabil
ity as follows: (i) highty variable (seven or more alle\es per 
gene); (ii) variable (from three to six alle\es) and (iii) con
served (one to two alleles). Ofthe 42 functional genes oft.he 
IGHV gene for which alleles llave been reported 7 (17%) 
are highly variable, 12 (28%) are variable and 23 (55%) are 
conserved. 
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Table 1 
Number of alleles reponed per gene for Iluman IGHV 

Clans and families Number of germline genes 

Clan 1 IGHVI 11 

IGHV5 2 

IGHV7 

Clan 11 IGHV2 3 

lGHV4 11 

IGHV6 

Clan 111 lGHV3 22 

Totals 51 

At a family level, marked differences are also obscrved in 
the number of reported aBeles (Table 2, columns three and 
four). Evidently, tbis amount is strongly deterrnined by the 
number of genes in each family. Within the complex families, 
it is noteworthy that, although the IGHV4 family contains 
fewer genes than IGHV3 (11 and 22, respectively), !he first 
proved to be more variable in the number of alleJes reported 
(58 and 55 genes, respective\y). In the small families, IGHV2 
and IGHV5 are highly variable, for they possess only three 
and two genes, respectively, yet 19 and 7 alleles have been 

Number of allelie segmcnts Gene name Number of allcles 

7 

2 

2 

lO 

19 

42 

1-2 3 
1-3 
1-18 
1-45 2 
1-46 2 
1-69 6 
I-f 

5-5-51 4 
5-a 3 

7-4-1 2 

2-5 8 
2-70 11 

4-4 5 
4-28 4 
4-30-2 3 
4-30-4 5 
4-31 9 
4-34 12 
4-39 5 
4-59 9 
4-61 5 
4-b 

6-1 

3-7 1 
3- 11 2 
3-13 
3-15 7 
3-21 1 
3-23 2 
3-30 18 
3-30-3 
3-33 4 
3-38 
3-43 
3-47 2 
3-48 2 
3-49 2 

3-53 
3-64 4 
3-66 2 
3-72 1 
3-74 2 

158 

reported, respectively. This contrasts with the IGHV6 and 
IGHV7 families, each consisting of only one gene, for which 
only one allele has be en found. 

3.2. Number el substitutions per al/ele 

Fig. 1 shows the number of substitutions (total and replace
ments) per allele. The distribution is highly heterogeneous, 
with extreme values ranging from 1 to 12 replacement sub
stitutions. We propose a c1assification of three groups of al-
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Tablc 2 

RlS ratio by sub-segrnents of the VH dornain grouped according to farnily and clan 

Clans and farnilies Number of genes NUll1b~r 01" allclcs FRI CDRI FR2 CDR2 FR3 
Clan 1 IGHVI II (7)" 16 0.1 2/0h l/O 11 .0 2.6 

IGIIV5 2(2) 7 0/3 '" l/O 0.5 2/0 
IGHV7 l( 1) 2 011 4/0 

Cran II lGHV2 3(2) 19 4.0 9/0 1.0 20/0 2.4 
lGHV4 11(10) 58 3.0 5/'J 1.3 3.4 0 .7 
IGHV6 I( 1) 

Clan 1II lGHV3 22(19) 55 1.7 12.5 0.2 3.0 2.0 

Totals 51(42) 158 1.8 21.0 0.6 4.3 1.5 

a The nurnber of genes integrating each farnily is specified. The nurnber of genes presenting alleles is reported in parentheses. 
b No silent substitutions were found for sorne regions and farnilies, while for others no replacements substitutions were found, In such cases, the nurnber of 

replacernents and silent substitutions is explicitly reported (numerator and denorninator, respectively). 
e Those positions for which no substitution of any kind was encountered are indicated with a hyphen. 

leles according to the number of replacement substitutions: 
(i) highly mutated (seven or more substitutions); (ii) moder
ately mutated (from three to six substitutions); (iii) slightly 
mutated (one or two substitutions). Of the 158 alleles stud
ied, 107 (68%) are slightly mutated; 38 (24%) moderately 
mutated and 13 (8%) highly mulated. 

An irnportant question at this point is whether sorne corre
lation exists between the presence of a great number of alleles 
in a gene and the fact that these alleles are highly substituted. 
It was found that there is a strong correlation between these 
two events. Thus, of the 13 highly mutated alleles, eight be
long to highly variable genes, which rcpresents a frequency 
far greater than expected (estimated X2 is 46.6 and the ex-

pected X6,95 is 3.84); that ¡s, out of a total of 158 alleles, 74 
alJeles belong to highly variable genes, which implies a prob
ability of0.46 for the occurrence of alleles in highly variable 
genes. Therefore, if there are 13 highly mutated alleles, the 
rnathematical expectation that these alleles should appear in 
highly variable genes is 5.98, which is less than fue eight 
observed. 

3.3. Type of suhstitutions per alJeJe 

Not only the number of substitutions is important to 
create diversity at the protein level; the type of amino 
acid substitution (alteration of physico-chem ical propcrties) 

16 r---- - ---- ------------------------rr---, 

14 

12 
,. 

10 

~ 
:c 

111 8 ;: 
111 
> 

6 

4 

2 

O 
M l!;':"'1D '" M "- '" '" M S~~~ S 9~ :g:gg¡ o 09 000 00-

!!! 'I'RR ~0'b ~~A ~~í~ ~ ~~ ¡i¡d¡d¡ N .. MMM M ¡, M ... -.:t ..i- ~ ..; ~ IN'" I >II II I I II rrr r r r r r rr 
> > > » > > » »» > > > > > > 

Alleles 

F.g. l . This figure shows the nurnber of substitutions occurring in each allelc. The total of substitutions is shown in white, while those changes that producc<l 
a replacemcnt al thc amino acid leve! are shown in green. 
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presented in each residue also plays a fundamental role (see 
Section 2). 

In the 158 reported alleles, 484 substitutions were found, 
of which 300 implied amino acid changes. Of these 300, 
183 (61%) imply a conservative change, 107 (36%) non
conservative, and 10 (3%) radical. Almost two thirds of amino 
acid substitutions (61 %) do not imply drastic alterations in 
physico-chemical properties, which seems to be partly asso
ciated with the preponderance of conservative substitutions 
in the FRs (see section on anaJysis ofRJS ratio). Nevertbe
less, the fact that 3CJOIo ofthe changes (non-conservative and 
radical) imply partiaJ or radical alterations in the properties of 
the residues suggests iDtense pressure toward diversification, 
at least in sorne sub--regioos of the domaio. 

The types of amino acid replacement were estimated by 
grouping tbe genes according to their degree of variability 
(number of aJleles per gene). The very variable genes present 
the foUowing proportions: 62% of conservative substitutions, 
35% non-conservative and 3% radical. For the variable genes, 
tbe percentages are: 65%., 31 % and 4%., respectively., and 
for the conserved genes., the percentages are: 60%., 38% and 
2%. This indicates that the proportions of the three types 
of amino acid replacements remain the same, whether the 
gene is highly variable or very conserved. Very similar pro
portions were found when grouping the alleles according to 
the number of substitutions they present. Thus, the highly 

mutated alleles have the following percentages per type of 
substitution: 72% with conservative substitutions, 23% non
conservative and five radical. The percentages for the mod
erately mutated alleles are: 60%, 37% and 3%, respectively, 
and for the slightly mutated alleles: 60%,36% and 4%. These 
results suggest that the pressure to conserve the appropriate 
proportion of residues operates similarly on the different al
leles, although, as we mentloned before, the intensity of the 
variation is different among the distinct genes. In the follow
ing sections, we will see that the types of amiDO acid substi
tulions are not equally distnbuted among the CDRs and the 
FRs. 

3.4. Substitutions by position in the V-REGlON 

The previous results show that, tbrough a detailed char
acterization of the substitution patterns at aJleles, peculiar 
forros of variations associated with the specific functions of 
the protein tmder study become evident A distinctive char
acteristic of anbbodies is tbe great diversity of variability 
at different positions dependent on the function performed 
by the residues (Kabat. 1978; Vargas-Madrazo et al., 1994). 
Therefore, the number of substitutions per position in the V
REGlON was analyzed forthe 158 aJleles., and the results are 
shown in Fig. 2. 80th the total number of substitutions and 
those that imply amino acid rep1acement are reported. 

35 ,------ --_.-.----_ .. . . _._._._ ---_ .. ---- ....... "'- ----- - ------_ ._ ... _.-._-- - -_.-

30 
33 

25 

>- 20 ... 
:c 
~ 53 

~ 
15 ' 41 

69 
58 

69 73 

10 

5 

O 

FRl CORl FR2 CDR2 FR3 Ext 

Amino acid Positlon 

Fig. 2. This figW'C denotes the subslitulions occUfTing in ilie VH exon by posilions from I 1094. Those substitulions origin~ting from replaccmenl are shown 
in red. and white is for all the 5UOslitutiolÍs accounted foro 
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Fig. 3. Within the VH domain of Ihe Ig, Ihe positions produced by allelic 
polymorphism Ihat were replaccd mast frequently are markcd with bluc; 
wilhin Ihese same positions those Ihat were reportcd as frequently in contact 
with the Ag are markcd with red (35). Pink represents CDR 1 and green 
CDR2. 

It can be seen that sorne positions (12 out of a total of 
94) admit neither silent nor replacement substitutions, in any 
of the alleles (positions 11, 20, 21, 36, 39, 43, 46, 47, 52b, 
76, 78, 82). Taking into account only thc rcplacement substi
tutions, we find another group of positions, 37 of them, that 
mutate occasionally, that is, present one or two replacements. 
In contrast with this group, 27 positions presented three or 
more replacement substitutions; among these, 15 residues 
stand out for their high frequency of replacement (eight Or 
more substitutions for positions 16, 33,41,50,52,53,54,58, 
66,69,73, 82a, 89, 91 and 94). Within tbis group, positions 
33 and 50 deserve special attention for their extraordinary hy
pervariability, having 29 and 32 replacements, respectively. lt 
should be noted that tbis group of positions witb an elevated 
number of replacements includes various residues that have 
been identified as having frequent contact with the antigen 
(positions 33, 50, 52, 53, 54, 58) (MacCallum et al., 1996). 
In Fig. 3 the location ofthe positions identified herein as be
ing frequently replaced is presented in the three-dimensional 
structure ofthe VH domain, with emphasis on those positions 
showing frequent contact with the antigen. It can be seen that 
most of the frequentty replaced positions (10 out of 15) are 
ilocated in the CDRs or in nearby areas (Figs. 2 and 3). 

The presence of a region in the FRJ with a high replace
ment frequency (positions 89, 91, 94) is also noteworthy; it 
corresponds with the interior region (Int) of the FRJ, accord
ing lO a classification by Kirkharn and Schroeder ( 1994). 

During our analysis to detelmine rnutations by positions, 
we found that sorne positions of the V-REGlON showed 
double and triple mutations within one and the same codon 

(fig. 4). The expected probability of a double or triple mu
tation occurring within a codon is extremely small (0.0036 
for a double mutation and 0.0000 13 for a triple one, if we as
sume an average length of282 nucleotides per V-REGlON). 
We also found that these double and triple mutations occur 
repeatedly in the sarne position in different alleles (Fig. 4), 
and that tbe great majority of such multiple mutations per 
codon take place in highly mutated positions. Tbe previous 
observations suggest that these events of multiple mutations 
are associated with mutation hotspots. 

3.5. R/S ratios per regíon in lhe V-REGION 

It is possible lo characterize the evolutionary forces sbap
ing the diversification ofthe different sub-regions of a gene by 
studying the replacement 30d silent substitutions ratio (R/S 
ratio) and comparing them with the values obtained through 
a strict consideration of the redundance of the genetic code 
(Jukes and King, 1979; Shlomchik et al., 1987). 

The R/S ratio for tbe different sub-regions (FRI, FR2,. 
FR3, CDRI, CDR2) ofthe V-REGlON in IGHV genes was: 
calculated, and the results per family and region are summa-; 
rized in rabie 2. The analysis ofthe total R/S ratio per region 
(Iastrow in Table 2) shows that the R/S ratio values forthe FRs 
are far below the point of equilibrium (R/S = 2.9), whereas 
the values for the CDRs are aboye said value. This same ten
dency has been reported for the variation between gerrnline 
genes in humans and mice, where the R/S ratio for the CDRs 
was aboye the point of equilibrium (Kirkham and Schroeder, 
1994; Ota et al., 2000). This shows that in allelic variation 
there is also a selection for diversification in the CDRs and 
for conservation in the FRs, similar to that shown for orthol
ogous and paralogous diversification for IGHV genes. FR2 
is notable for its R/S ratio value of 0.6, which implies that 
almost all of the substitutions occurring in this region are 
silent Although both CDRs favor replacement substitutions, 
the R/S ratio value is much higher for CDRl (21 .0) than for 
CÚR2 (4.3). The rt~aSón for such a high value for CDRI is 
that nearly all of the substitutions in this region take place 
in position 33, and all of those occurring in this position are 
replacements (Fig. 2). Even though CDR2 contains position 
50, the most mutated position, several other positions in this 
region present substitutions, many of which are silent. Coo
sequently, the R/S ratio for CDR2 shows a value c\oser to the 
point of equilibrium (4.3), though it also indicates a selection 
loward diversificatioo_ 

Opon itemizing the values by gene family, it can be seen 
that both in the F'Rs and in the CDRs the R/S ratio values 
val)' considerably among regions for the different families 
(Table 2). lt should be noted that the small families, IGHV6 
and IGHV7, for which only one or two alleles have been 
reported, contribute a very small sample for this type of 3Oal
ysis. There is a great variation among the different families 
for FRI and FRJ; in FRI, for example, the R/S ratio value 
for IGHV2 is 0.1, whereas for lGHV2 and IGHV4 the values 
are 4.0 and 3.0, respectively. Similarly, in FR3 a high conser-



DTD5 

8 T Romo-González, E, Vargas-Madrazo / Molecular /mmunology xxx (2004) xxx-xxx 

25 

50 

20 I 
33 

I 

15 I 

58 

I 

I 
I 69 ~ 82a 

52 8991 

,[ 16 l ' 41 

' I 
I 

I 56 , 80 

5 

I 'h, l n ~ , ~ A ~l Id i2iu I Ir rnr mr rrI tm tn 
I I I , o 
7 13 19 25 31 35 41 47 52a 56 62 68 74 80 83 89 95 

FRl CDRl FR2 CDR2 FR3 Ext FR31nt 

Amino acid Position 

Fig. 4, This figure shows the replacemenl Subslitulions occurring wilhin a single cooon in Ihe VH exon by posilions from I lO 94. They are grouped by color 
according 10 Ihe type of substitutions: yelIow for triple Subslitutions, purple for double, and blue for sin!1le ones 

vation is seen for the IGHV4 family (R/S = 0.7); in contrast, 
families IGHV5 and IGHV7 present only replacement sub
stitutions (2.0/0 and 4.0/0, respectively). 

The CDRs also present considerable variations in the R/S 
ratio values. In CDR I, families IGHVI and IGHV5, for 
which 16 and 7 alleles, respectively, have been reported, show 
only two and one respective replacement substitutions. In 
contrast, families IGHV2, IGHV3 and IGHV4 in this same 
CDR show high ratios of replacement. Considerable differ
ences are also observed in CDR2, in which !bere are fumilies 
with very high R/S ratio values (IGHVI and IGHV2), while 
others have values quite close to the point of mutational equi
librium (Table 2). 

The simultaneous occurrence of opposing R/S ratio val
ues between CDRI and CDR2 in the same family presents an 
even more striking contrast; in family IGHV3, for example, 
tne R/S ratio for CDRI is U.5, whereas the value for CDR2 
is 3.0. Another noteworthy case is IGHVI, which as previ
ously mentioned, has only two substitutions in CDRI (both 
replacements); whereas 12 substitutions occur in CDR2, ~ 1 
ofthem replacements, due to which a R/S ratio value of 11.0 
is obtained (Table 2). 

Considering the marked differences observed in the RlS 
ratio among the different regions, the types of antino acid 

substitutions among these segments may also be expected to 
be significantly different. Therefore, the distribution of the 
three types of amino acid substitution previously described 
for the different CDR and FR regions was also calcutated, the 
results per region being as shown in Table 3. 

FR l and FR2 show a clear tendency to restrict their substi
tutions toward the conservation ofphysico-chemical proper
tieso Nonetheless, 17% of radical changes occurring in FR2 
deserve attention. Tbis value is contributed almost entirely 
by two replacements in pOSitions 41 and 42 of alleles VI-
45-03 and V5-51-05, respectively. Since FR2 forros part of 
the core of the VH:VL ioterphase and is therefore funda
mental for maintaining the stability of the variable superdo
main (Vargas-Madrazo and Paz-Garcia, 2003), these alleles 

Table 3 
Percenlage of replacemeol type for sub-regioDS of!he Exoo-V 

Region Radical (%) Non-conservative (%) Conservative (%) 

FRl 6 12 82 
FR2 17 8 75 

FR3 2 4() 58 

CDRI O 38 63 

CDR2 2 51 46 

Exon-V 3 36 61 
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may not be functional. On the other hand, FR3 presents four 
times as many non-conservative substitutions as do FRl and 
FRl. 

Although the percentage of radical changes in the CORs 
is also quite low, the value of their non-conservative sub
stitutions rises considerably, the latter percentage being 
greater than that for conservative changes in the case of 
CORl. 

In general, the types of amino acid substitutions are not 
observed to occur in the same proportions in the different 
regions. This is congruent with observations in previous seC
tions indicating the existence of diverse evolutionary restric
tions for the different sub-segments. 

4. Discussion 

In the previous sections we analyzed the substitution pat
terns at alleles in the IGHV locus. The evolutionary strategy 
followed by the processes of diversification andJor conserva
tion acting upon IGHV genes seerns to be subject to mech
anisms of selection and ONA dynamics, since the greatest 
incidence of substitutions tends to occur in those regions and 
residues that are important for the recognition of antigens, 
while it is restricted in the regions responsible for the gen
eral folding of the doma in (Milner et a ll., 1995; Tomlinson 
et aL, 1996: Ota et aL, 2000). At the same time, it must 
be considered that in concertation with selective pressure 
there are several mechanisms of ONA dynamics, like "con
certed" evolution, that co-determine the fina l properties of 
genes. 

This work shows a detai led study of variation pattems, 
highlighting the fact that the diversification process does not 
occur homogeneously among the genes, nor among different 
regions of V genes (Kirkham and Schroeder, 1994; Blanden 
et aL, 1998: Ota et aL, 2000). From theanalysis ofallelism per 
gene performed here, we notice a clear tendency to conserve 
certain genes and diversify others. Nevertheless, evolution 
does not occur through the direct selection ofindividual genes 
having lInique characteristics associated with susceptibility 
or resistance to diseases, but rather at the level of the com
plete Abs repertoire (Blanden et aL, 1998). It is also neces
sary to consider that, in the evolution ofIgs, not on1y selective 
pressure molds the repertoire; diverse mechanisms associated 
with DNA dynarnics are also capable of selectively altering 
certain genes or their sub-regions. Tbis implies the existence 
of evolutionary dynamics of optimization operating between 
different forces, and this will be expressed at different levels 
of organization in locus IGHV Therefore, it is necessary to 
be careful when assuming that the same selective pressures 
will be acting for all the members of a family, be it smaU or 
large. For example, in the early studies of the evolution of 
Ig families it was postulated that, with the objective of in
creasing the diversity ofrepertoires, the genetic strategy was 
to generate large populations of redundant genes (complex 
families, e.g., family IGHV3), along with the persistent con" 

servation of those small famil ies with unique characteristics 
(e.g., family IGHV6) (Pascual and Capra, 1991; Ota et aL, 
2000). 

Nevertheless, more detailed studies (like the one presented 
here) show the existence of much finer strategies. For exam
pIe, for small families it is observed that families IGHV5, 
but especially IGHV2, are highly redundant for the differ
ent analyses made here, whereas IGHV6 and IGHV7 are 
highly conserved Correspondingly, certain genes in large 
families are highly variable in the number of alleles reported 
and in other parameters analyzed, whi le others are conserved 
(Table 1). For instance, we found that the evolutionary di
versification strategies differ greatly between genes V3-23 
and V4-34, both of which are expressed very frequently in 
humans (Milner et aL, 1995). Gene V3-23 has only three al
leles, and its amino acid substitutions are restricted to CORl. 
In contrast, V4-34 has 12 alleles and its substitutions occur 
all along the V-REGlON (data not shown). 

In the human genome the alleles of a gene generally differ 
by an average of one nucleotide, this level of diversity being 
associated with evolution through genctic drift (Kruglyak, 
1997; Halushka et aL, 1999). In locus IGHV, 73% of the 
alleles have one or two substitutions, which also suggests 
genetic drift; however, the remaining 27% (particularly the 
8% of genes having more than eight substitutions) show evi
dence ofintense selective pressure to diversify the repertoire 
of antibodies. 

In previous studies, a great amount of deleterious muta
tions have been observed in said genes which come from 
the random genetic drift (Perlmutter et al., 1985; Ota et aL, 
2000). Additionally, the structural and functional evidences 
imply a significant role of diversifying sd ection preserving 
the germline V gene segment repertoirc (Rothenfluh et aL, 
1995: Ota et aL, 2000). Therefore, our resu l,ts and the forego
ing entail complex and contradictory forces in the evolution 
of human V gene segments. 

From the analyses of substitution pattems (number and 
type of substitutions and R/S ratio) per region and position 
of the different aUeles, a second evolutionary strategy can 
be distinguished; more explicitly, not only a selective force 
and "concerted" evolution acting to conserve andJor diversi fy 
sorne ofthe genes, but also a tendency to diversi fy only certain 
regions (mainly CORl) within the gene rnay be observed. 
Furthermore, within those regions only sorne positions were 
frequently replaced (positions 33, 50, 53, 54 and 58), being 
positions in frequent contact, these have been seen to playa 
central role in the interaction with the antigen (MacCallum 
et aL, 1996). This pattem is very similar to the one observed 
when the differences among the IGHV genes in humans are 
analyzed (Tomlinson et aL, 1996) and with so me pattems 
in the sequence data that are consistent with "signatures" of 
somatic events (Tomlinson et al., 1996; Blanden et aL, 1998). 

It was also found that the FRJ region contains several po
sirions that are highly mutated (Fig. 2), and that the percent
age ofnon-conservative substitutions is as much as four-fold 
higherthan in FRI and FRl. Certain sub-segments ofthe FR 
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that are distant from the antigen-binding site have been pos
tulated as playing an important recognition role, since they 
affect the antigen binding (Jones et al., 1986; Riechmann et 
al. , 1988; Gorman et al. , 1991) or the interaction with other 
non-specific ligands (Kirkham et al., 1992; Zouali, 1995) For 
instance, position 71 in FR3 participates in the conformation 
ofCDR2 (Chothia et al. , 1989; Foote and Winter, J (92) or af
fects VH: VL pairing (Saul and Poljak, 1993; Vargas-Madrazo 
and Paz-Garcia, 2003). 

On the other hand, we found that the forces and mecha
nisms to diversify the CDRs do not operate equaUy for the 
different farnilies . That is, in sorne farnilies CDRl is more 
diversified and in others it is CDR2. The di·fferent CDRs may 
perform distinct functions in the recognition properties of 
antibodies (Rothenfluh and Steele, ) 993; Vargas-Madrazo et 
al., 1995, 1997; Hande and Manser, 1997; Hemminki et al., 
) 998; Yazici et al., ) 998; Decanniere et al., ) 999; Roe et al.. 
1999; Xu and Davis, 2000). Consequently, differential strate
gies can operate for the CDRs in germinal diversification in 
accordance with the distinct functions fulfilled by each gene 
or family (Pascual el al. , 1990; Berman el al., 1991; Wang 
and Slollar, 1999; Van Dijk-Hard and Lundkvisl, 2002). Un
fortunately, at the present time analyses similar to the ones 
described aboye for germline genes or somatic hypermutation 
are not available. 

4.1. Global strategies lor repertoire divers[fication 

Various evidence indicates that only a small fraction ofthe 
repertoire of inununoglobulin genes is important for the im
mune response (Zinkemagel and Doherty, 1977; Viale el aL, ' 
1992; Rothenfluh et al., 1995; Nobrega et al., 1998; Lacroix
Desmazes el al., 1998; Coutinho, 2000: Zinkemagel and 
Hengal1ner, 200 1; Zinkemagel, 2002). In previous works we 
have prop'osed bi-dimensional maps that make it possible to 
group and identify V genes that codify for antibodies hav
ing very peculiar properties ofrecognition (Vargas-Madrazo 
and Paz-Garcia, 2001). The detailed study of substitution 
pattems in alleles that we have presented here shows that 
diversification strategies at distinct levels of variation differ 
considerably among the genes and families, thereby suggest
ing differential evolutionary strategies for distinct genes in 
tenns oftheir contribution to the general properties of the Abs 
repertoire. 

This work points up the scarcity of systematic population 
studies for characterizing both the substitution pattems in 
alleles and in general the polymorphism of inununoglobulin 
genes, as well as the importance of more detailed research 
in the case of certain important genes (Vargas-Madrazo and 
Paz-Garcia, 2001). This will yield a wealth of infomlation 
that will help to understand the evo!:Jtionary strategies and 
development of antibody repertoires. A similar analysis of 
the substitution pattems in alleles for the V K and VA genes 
in humans and mice, under the same pararneters explorcd in 
this study, is presently underway and will be reported in a 
forthcoming article. 
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incluyen al entorno si no a la propIa organización en ese instante. Es decir, SI 

pernlanecemos en el simple nivel topológico de la noción de fenotipo se ve ciertamente que 

éste ha surgido de interacciones entre el genotipo (genos) y el entorno (oikos), pero no se 

ve su autonomía propia: esto constituye la relación geno ---- feno ---- eco-organizadora en 
I I I 

la que cada uno de los términos participa en la regeneración de los otros (Morin 1983). Por 

lo que: "el gen no resuelve el misterio de la diversidad (de la auto-organización), lo plantea 

en su complejidad" (Morin 1983). 

6. CONCLUSIÓN 

De forma general la eficacia del fenómeno de reconocimiento molecular inmune ha sido 

asociado con la diversificación germinal y/o somática de sus genes (Tauber y Podolsky 

1997). Por ejemplo, se ha propuesto que los procesos genéticos que crean la diversidad en 

el repertorio de anticuerpos (Acs) teóricamente pueden generar IOll especificidades, 

incluyendo las especificidades potencialmente dañinas (Pinchuk y col. 1996). Sin embargo, 

a pesar de esta gran potencial de posibilidades, esta no es ni remotamente suficiente si la 

comparamos con la inmensidad del universo antigénico propio y extraño que además está 

en constante re-cambio. Más aún, de los estudios funcionales y estructurales se hace 

evidente que de ese repertorio po!:encial solo se utiliza una pequeña parte (Vargas-Madrazo 

y col. 1995; Wilson y Stanfield 1993; Schroeder y col. 1995; van Dijk-Hard y col. 1997) ¿y 

entonces cómo es que el sistema inmune de los vertebrados es capaz de contender tan 

eficazmente? ¿será el fenómeno del reconocimiento molecular inmune y por tanto su 

especificidad un problema de potencialidades genéticas? 
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Diversos autores han postulado que no es el número de especies sino la cualidad del 

material lo que permite el adecuado reconocimiento, es decir, su plasticidad o adaptabilidad 

evolutiva ante lo circunstante (Conrad 1977; Larralde 1980; Van Regenmortel 1989; 

Greenspan 2001; Denton y col. 2002; James y col. 2003; A4). Desde esta perspectiva, la 

contención del universo antigénico no requiere de un gran "pool" genético, ni de procesos 

de variación evolutiva extremadamente rápidos, sino de estrategias plásticas y puntuales 

que permitan reconocer mucho con poco (Conrad 1977, 1979, 1990). Por ejemplo, el 

alfabeto castellano consta de 29 letras con las que se pueden construir una variedad casi 

ilimitada de palabras, siendo a su vez muy pequeño el numero de palabras que existen y se 

generan en comparación con este universo infinito. De igual forma, estas palabras a su vez 

cambian en cada contexto de significado tal como lo plantea Shanon: "la lengua es 

inagotable al estar incompleta .. . La polisemia ... permite el uso de la misma palabra en 

contextos diferentes y dota así a la lengua de una imprescindible flexibilidad. En particular, 

las palabras existentes pueden ser empleadas en una gran variedad de contextos, incluyendo 

aquellos en los que nunca se han utilizado antes. Si las palabras no fueran intrínsecamente 

polisemias, la lengua no podría acomodarse dentro de una variedad ilimitada e imprevista 

de contextos. Sin la polisemia, cada contexto requeriría la invención de una nueva palabra, 

y el número de palabras llegaría a ser eventualmente inmanejable. Las palabras al ser 

contexto-dependientes, pueden compararse a las herramientas que en diversas ocasiones 

pueden ser utilizadas de diversas maneras, y de manera no especifica antes de su ejecución" 

(Shanon 1993). 

Lo mismo puede decirse de los anticuerpos (oraciones) y sus genes (palabras) no se 

requiere una gran cantidad de genes que codifique para una gran cantidad de moléculas de 

Acs, sino de un repertorio plástico capaz de interaccionar con el mismo y con el ambiente 
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en un contexto dado (Jeme 1985; A4). El repertorio de Acs es como el vocabulario que está 

compuesto no por palabras sino por oraciones, las cuales son capaces de responder ante 

cualquier oración expresada por una multitud de Ags propios o extraños con los que el 

sistema inmune se puede encontrar (Jeme 1985). Dentro de esta comunicación por tanto es 

necesario que haya reglas gramaticales que aseguren que el armado de las oraciones sea 

coherente tanto fonética como semánticamente. Por lo que si la secuencia del gen contiene 

alguna información, no es información para crear o para generar un único artefacto como 

en la ensambladura de un Lego o la construcción de un reloj , sino más bien la información 

contenida es la de una guía que permite la interacción o comunicación con un entorno 

Platónico pre-existente a pre-figurado (Denton y coL 2002). Como en la famosa analogía de 

Aristóteles, donde él considera que hay un plan pre-existente en la construcción de una 

casa, el cual actúa como moldeador de los componentes materiales, los ladrillos y las 

piedras: "ahora el orden de las cosas en el proceso de formación es al revés de su verdadero 

y esencial orden ... los ladrillos y las piedras vienen cronológicamente antes de que venga la 

casa ... pero lógicamente la esencia verdadera de la forma de la cosa (el plan pre-existente 

de la casa o de la fomla pre-existente) viene primero". Entonces lo que tenemos son formas 

plásticas almacenadas en los genes las cuales evolucionan bajo una gramática o pre-forma 

natural (Denton y coL 2002), formas que a su vez están en un constante diálogo o 

reconocimiento consigo mismo y con el ambiente: en un constante recambio del 

"Selfhood", en un constante proceso de auto-(geno-feno)-eco-organización (Morin 1983; 

Tauber y Podolsky 1997). 
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HOST GENDER IN PARASITIC INFECTIONS OF MAMMALS: AN EVALUATION OF THE 
FEMALE HOST SUPREMACY PARADIGM 
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ABSTRACT: A review of current literature on mammalian hosts' sexual dirnorphism (SO) in parasitic infections revealcd that (1) 
it is a scarcely and superficially studicd biological phenomenon of considerable significance for individual health, behavior, and 
lifestyles and for the evolution of species; (2) there are many notable exeeptions to the rule of a favorable female bias in 
susceptibilily 10 infection; (3) a complex network of molecular and cellular reaclions connecting lhe host's immuno-neuro
endoerine systems with those of the parasite is responsible for the host-parasite relationship rather than just an adaptive irnrnunc 
response and sex hormones; (4) a lack of gender-specific immune profiles in response to different infections; (5) the direet effects 
of lhe hOSl hormones on parasite physiology may significantly contribute to SO in parasitism; and (6) lhe need to enrich lhe 
reductionist approach lO complex biological issues, like SO, with more penetrating approaehes lo the study of cause-effect 
relationships, i.e. , network theory. The review concludcs by advising against generalization regarding SO and parasitism and by 
pointing to sorne of the most promising Iines of research. 

THE FEMALE HOST SUPREMACY PARADIGM IN 
PARASITIC INFECTIONS 

It is widely he Id that female mammals are more resistant to 
parasitic infections than males beca use of gender-associated dif
ferences in exposure and of testosterone 's immunosuppressive 
properties. The paradigm implies that sexual dimorphism (SD) 
to parasitism is mediated only, or principally, by the host's im
mune system and usually disregards the parasites' direct re
sponse to the distinct sex-steroid profiles of their female and 
male hosts. 

The female supremacy paradigm in parasitic infections has 
ex isted for a long time (Addis, 1946), and despite thoughtful 
recommendations against simplification (Zuk and McKean, 
1996), il is rarely questioned, In several prestigious joumals, 
however, it has recently been a matter of debate, particularly in 
association with mortality trends in humans (Moare and Wilson, 
2002; Owens, 2002) and several infectious diseases (Zuk and 
McKean, 1996; Doprado et aL, 199R; Watanabe et aL, 1999; 
Klein. 2000; Ganley and Rajan, 2001; Hughes and Randolph, 
200 1; Roberts et aL, 200 1; Verthelyi , 2001). It has also been 
associated with a number of broader subjects, i.e .. evolution of 
sexual reproduction (Zuk, 1994), decision making of the host, 
social hierarchy (Bamard et aL, 1998; Gourbal et al., 2002), 
mating behavior (Kavaliers and Colwell, 1993; Morales et al., 
1996; Willis and Poulin, 2000), and ener!:,')' costs of infection 
and the immune response (Hansen et al. , 2003). We decided to 
reexamine the paradigm in the light of the current understand
ing of the immune and endoerine systems of potential hosts 
because we found that it conflicted with our observations re
garding experimental murine cysticcrcosis caused by Taenia 
crassiceps. 

EXPERIMENTAL MURINE TAENIA CRASSICEPS 
CYSTICERCOSIS CONFLlCTS WITH THE PARADlGM 

Taenia crassiceps is an intestinal cestode of canines (de fin
itive host) and of various extra intestinal tissues of rodents (in-
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terrnediate host) in its larval (cysticereus) stage (Freeman, 
1962), Experimental cysticercosis caused by T. crassiceps in 
mice simply requires the intraperitoneal injection of live cysti
cerci (Culbreth et al., 1972). Intraperitoneal cysticerci repro
duce asexually by exogenous budding, developing massive par
asite loads in a few months (Smith, Esch et al., 1972; Smith, 
Parrish et al., 1972) that may even approximate the host's body 
weight, without causing it apparent discomfort (Larralde et al., 
1995). The cysticerei also survive and reproduce in vitro under 
usual culture eonditions in media free of fetal calf serum, Thcse 
features of experimental murine cysticercosis have made it a 
convenient model in studying the immunological, genetic, and 
sexual factors involved in susceptibility 10 infection and para
site proliferation (Sciutto et al., 2002). Sexual differences to 
infection in mi ce are still a matter of research, Thus, experi
mental findings have shown that in different congenic and syn
genic strains of mice, females become infected more ofien than 
males and earry more eysticerci than males, with significant 
between-strain variations (Sciutto et al. , 1991 ; Huerta et al. , 
1992; Larralde et al., 1995; Terrazas et al., 1998; Morales-Mon
tor, Baig et al., 200 1; Morales-Montor, Baig, Hallal-Callcros et 
al., 2002; Morales-Montor, Baig, Kabbani et al., 2002; Morales
Montor, Hallal-Calleros et al., 2002), Estrogens favor parasite 
reproduetion, whereas androgens appear to inhibir it (Bojalil et 
al. , 1993; Terrazas et al., 1994; Morales-Montor, Baig, Hallal
Calleros et al., 2002). Gonadeetomy and thymectomy equalize 
parasite loads between sexes by greatly increasing those in 
males and slightly decreasing those in females (Huerta et aL 
1992; Terrazas et al., 1994; Morales-Montor, Baig. Hallel-Cal
leros et aL, 2002) . Male mice are better protected by vaccina
tion than females (Cruz-Revilla et al., 2000). Extemallyadmin
istered 17f3-estradiol and dihydrotestosterone (DHT) are able to 
resto re parasite loads to their normal levels in castrated animals. 
T cells, but not antibodies, also restore the effects of thymec
tomy (Bojalil et al. , 1993). The TH 1 response hinders ;:>arasite 
growth early in infection (Terrazas et al.. 1999; Toenjes et aL, 
1999; Spolski et al., 2000; Rodriguez-Sosa et al.. 2002), wherc
as the TH2 response prevails at later times cf infection but is 
incapable of slowing parasite growth (Terrazas ;;t aL, 1998: 
Tocnjes et al., 1999), In chronic infections, the male mouse is 
feminized (estrogenized and deandrogenized) to a degree that 
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inhibits male sexual behavior (Morales et al., 1996). Femini
zation is apparently eaused by overexpression of P-450 aro
matase (Morales-Montor, Hallal-Calleros et al., 2002), triggered 
by the high levels of interleukin-6 (IL-6) in late infeetions (Mo
rales-Montor, Baig et al. , 2001; Morales-Montor, Mohamed et 
al., 200 1). Cytokine profiles of infeeted male and female miee 
do not show major differenees, exeept for the levels of IL-4, 
whieh are higher in males during early infeetion only (Terrazas 
et al., 1998). 

These findings led to the initial proposal of a sex steroid, 
immunoendoerine interaetion that eontrols the reproduetion of 
eystieerei, one in whieh androgens were postulated to favor a 
THI response that Iimits parasite growth and in whieh estrogen 
favors a TH2 response that permits parasite reproduetion (Huer
ta et al., 1992; Bojalil et al., 1993; Terrazas et al., 1994; Mo
rales-Montor, Baig et al. , 2001; Morales-Montor, Baig, Hallal
Calleros et al., 2002; Morales-Montor, Baig, Kabbani et al., 
2002). Other studies also support the purported eorrelation be
tween androgens and TH 1 response and between estrogen and 
TH2 response (Morales-Montor, Baig et al., 200 1; Morales
Montor, Baig, Hallal-Calleros et al., 2002; Morales-Montor, 
Baig, Kabbani et al., 2002; Morales-Montor, Hallal-Calleros et 
al., 2002). 

Signs of SO in eystieereosis were reeently reported for other 
host and taeniid speeies. For example, sex steroids have been 
implieated in poreine eystieercosis eaused by Taenia soliu/1/ 
beca use both eastration and pregnaney nearly double the prev
alenee of naturally aequircd eystiecrcosis in rural pigs (Morales 
et al., 2002). In humans, women are more frequently affticted 
than men by severe neurocystlcercosls (Del Bruno et al., 1988) 
and show higher inflammatory profilcs (Fleury et al., 2003). 
Because sex steroids aftcet experimental T. crassiceps infee
tions in laboratory miee and extend to natural infeetions of T. 
soliu/1/ in human s and pigs, as well as Trichinella spiralis in 
rats (Klein et al., 1999), OUT initial suspieions regarding the 
general validity of the femal c suprelllacy paradiglll were 
strengthened. 

Other ongoing research has ShOW11 that in T. crassiceps IllU

rine eysticereosis several physiologieal systems of the host re
spond to the host 's sex hormones, and so does the parasite either 
by limiting or by prompting its reproduction. For examplc, the 
central nervous systelll o f infected and feminized male miée 
responds to intraperitoneal infcctions by overexpresssion of the 
c-jós gene in the hypothalamus, hippoeampus, and preoptie area 
(Morales-Montor, AITieta et al.. 2003) . It would appear that hor
monal changes induced in the host act to promote the overex
pression of the cIos gene involved in cellular differentiation 
and proliferation of both parasite and host cells (Escobedo et 
al., 2004), as thcy do in other stress and immune challenges 
(Pacheco-Lopez et al. , 2002) . Thus, in murinc cystieereosis, 
parasite proliferarion is responsi ve not only to the host imlllune 
system and testosterone but al so to a complex network that 
integrates the ncrvous, immune, and endocrine systems of the 
host and thc parasitc's physiological syslems. The conflict be
tween male biases in T. crassiceps cysticercosis with the host 
female supremacy paradigm expectations is undeniable and re
quires explanation. 

TESTING THE FEMALE HOST SUPREMACY PARADIGM IN 
A WIDER REPERTOIRE OF PARASITIC INFECTIONS 

The paradigm of female host supremacy in parasitic infec
tions of mammals, as well as the robustness of the correspond
ing endocrinological and immunological factors postulated as 
its mechanisms, was evaluated using current Iiterature (Med
line, n = I 10: 1995- 2002), as well as several frequently cited 
elassic articles and a few recent ones published in 2003. After 
examining this Iiterature, however, the general validity of the 
female supremacy paradigm was seriously weakened by too 
many exceptions. What emerged was a complex host immuno
neuro-endocrine network that was related to the parasite phys
iologically and that seems more Iikely to control the eomplex
ities involved in certain host- parasite interactions than testos
terone alone. 

When infections that documented sex bias in infection pa
rameters (Infection-SO) or immune profiles (lmmune-SO) were 
found, the possibility of a cause-effect relationship was ex
amined furthcr. Each infeetion was classified as either sexually 
dimorphic, noting the sex favored by the bias (females > IT.ales 
or females < males), or undefined (females = males). Intcetion
SO was evaluated in terms of prevalence, intensity, scverity, 
morbidity, m orta Iity, hormonal profiles, or behavioral ehanges 
in infected animals. The biological meaning ofthese parameters 
differs substantially. Thus, sorne relate to the probability of in
fection, i.e. , prevalenee, and others to the outcome of infection, 
i.e. , mortality, but they were assumed to be equivalent indica
tions of sex bias. Immune-SO parameters include antibody pro
duction, Iymphoid eell responses to mitogens or antigens, cy
tokine production, hypersensitivity reactions, and protective ef
fects of vaccination . Immune-SO parameters also have impor
tant functional differences in their nature and contcxt of 
expression , i.e., populations, individuals, eells, and molecules, 
in their role as effectors or mediators of immune responses, in 
thcir operation under in vitro or in vivo conditions, and in their 
ability to protect from infection. These immune parameters 
were scored as "greater than " or " smaller than" with respect 
to the opposite gender. The lmmune-SD and Infection-SD data 
collected were used to examine how the 2 are connected. 

FIRST GENERAL SIGNS OF PARADlGM WEAKNESS 

The total number of references examined is relatively small , 
i.e. , only 1 10. The search ider.tified just 46 different parasite 
species occurring in 10 species of mammalian hosts, a minute 
sample considering the many thousands of parasite (Hoberg, 
1997) and mammalian species (Anderson et al. , 1984). Forty
three references reported SD (Table 1), and the rest (67) were 
coneemed with molecular interactions between the cndocrine 
and immune systems or with hormonal, behavioral , and im
mune effects on the host (Fig. 1). 

The human medicine bias in SD research is obvious bceause 
56% of all the articles were oriented to the study of infections 
affecting humans or experimental animal infections (usually in 
rodents) having a human counterpart, i.e. , malaria, schistoso
miasis. trypanosomiasis, toxoplasmosis, and cysticercosis. Most 
references in the list do not directly explore SO but ralhcr de
scribe the in vitro ctfects of sexua l honTIones or cytokines on 
the immediate response of somc immunological or endocrino
logical component derived from hosts of either sex in rather 
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unrealistic in vitro conditions, i.e., cell culture media containing 
(contaminated with) fetal calf serum rich in growth factors and 
antibiotics. The biochemical results were then mistakenly as
sumed to operate in a similar manner in the more complicated 
context of an in vivo infection. 

The analysis developed by the literature search casts doubt 
on thc validity of the general female suprcmacy paradigm. Thc 
most notable shortcomings relate to (1) the poor representation 
of host- parasite systems among cited references, (2) the heavy 
human medical bias ofthe more thoroughly explored infections, 
(3) the unequal meanings of infection and immune parameters 
measuring SO in host susceptibility to infection, (4) the ques
tionable protective function for many of the immune parame
ters, and (5) the excessive use of the reductionist approach in 
explaining events occurring at higher levels of complexity by 
way of the direct extrapolation of events occurring in vitro. 

THE PREVALENCE ANO MECHANISMS OF SO IN 
SPECIFIC PARASITE INFECTIONS 

Table [ summarizes the 43 references describing 32 infections 
in 8 host- parasite systems (sorne parasite species infect more 
than 1 host species, and I host species is infected by more than 
I parasite species) that provided information on the subject of 
Infection-SO or Immune-SO. In this data set, in 22 of 32 in
stances (68%) of the 8 systems, females fared betler Ihan males 
in prevalence, intensity, or consequence of infection (severity), 
varying from insignificant to pronounced. In 5 of 32 instances 
(16%), males scored better than females, and in 5 of 32 cases 
(16%), results could not be defined one way or another. In ef
fect, 32% were exceptions to the paradigm. Furthermore, it is 
of interesl to note (Table 1) that severity of infection and mor
tality indicators were not studied as extensively as prevalen ce 
and intensity of infection. Severity of infection was reported in 
only 28% of the cases cited, and in 60% of these situations, 
female hosts fared better than males. Only in human schislO
somiasis, by Schistosoma haematobium , was severity the same 
for bOlh sexes. Mortality, in contrast, was only reported in 19% 
of Ihe infections, half of which favored fe mal e hosts and the 
other half males. It is cIear, therefore, that SO in severity and 
mortality have been insufficiently explored to make general and 
calegoric statements. 

Sex-associated immunological differences (Immune-SO) 
were reported in only 10 of 32 infections, and multifeatured 
immune profiles are described in only 5. Table 11 focuses on 
the 5 host- parasite systems in which several infection and im
mune parameters were evaluated al Ihe lime of infection. No 
uniform pattem or sex bias is discernable. In malaria, toxo
plasmosis, and cysticercosis, infections are more prevalent and 
inlense in female than in male mice. However, in leishmaniasis 
and schistosomiasis, it is the mal e hosl that is more frequently 
and intensely parasitized. The immune parameters studied also 
vary in cach infection, without cIear association to infection 
paramelers. Comparison of immune profiles in all 5 infections 
is possible only for interferon-)' (lFN-)' ), which was found to 
be more elevated in males than in females in all but I infection 
(murine leishmaniasis). Levels oft .. ¡¡nor necrosis factor-o: (TNF-
0: ) were grealcr in females lhan in males with malaria; however, 
in leishmaniasis, schistosomiasis, and toxoplasmosis, males ex
hibited higher levels of TNF-o: than females. In leishmaniasis 
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FIGURE l. The HfNEP network eircuitry. The magnitude and complexity of the network ineludes praetically all the host's sexual hormones 
and many of the irnmunologieal eomponents deseribed eonnecting arnong thernselves and with the parasites systems. Arrows (~, i, -'>, .l-) denote 
eonneetions between nodes; eaeh points to the direction of-the signaL :!: Signs refer to stirnulatory or inhibiting effeets. The numbers near eaeh 
conneetion eode denote the referenees eited in the figure: (1) Spinedi et al. (2002), (2) Eseh (2002), (3) Medzhitov and Janeway (2002), (4) 
Murtaugh and Foss (2002), (5) Henri et al. (2002), (6) Pramparo (2002), (7) Hughes and Randolph (2001), (8) Verthelyi (2001), (9) Roberts et 
al. (2001), (10) Thaker et al. (2001), (11) Liesenfeld et al. (2001), (12) Morales-Montor, Baig et al. (2001), (13) Taylor-Robinson (2001), (14) 
Kurtis et al. (2001), (15) Remoue et al. (2001), (16) Ganley et al. (2001), (17) Salzet and Verger-Bocquet (2001), (18) Zhang et aL (2000), (19) 
Solirnan et al. (2001), (20) Feterowski et al. (2001), (21) Peeters et al. (2001), (22) Chae et al. (2001), (23) Bamea (2001), (24) Franco et al. 
(2001), (25) Gavras (2001), (26) Weinstock and Elliott (2000), (27) Grossrnan (1989), (28) Zhang et al. (2000), (29) Balemba et al. (1998), (30) 
Benedetto et al. (2000), (31) Hunter and Reiner (2000), and (32) Freilieh et al. (2000). 

and schistosomiasis of mice and humans, respectively, Immune
SD is observed in IFN--y and TNF-cx. In contrast, infection by 
Leishmania mexicana shows no dimorphism in IL-4, lL-IO, and 
IL- 12, whereas in infections with other species of Leishmania, 
there is a clear increase in l LA and IL-IO in males measured 
at the site of lhe lesions. In schislosomiasis, lL-IO production 
is c1early dimorphic (higher levels favoring females). Murine 
leishmaniasis exhibited the Jeast dimorphic TH2 cytokine pro
file of the 5 infections, which contrasts with its very significant 
favorable female bias toward infectioo. In male-biased murine 
cysticercosis, INF--y wa~ higher in males; lL-2, IL-6, and pro
liferative responses were equal in both sexes, and lL-IO was 
higher in females. In addition, in murine cysticercosis, there 
was a reversal in the sexual bias toward ILA with time of 

infection. Males have higher amounts of [LA than females in 
early infection, but this is reversed in chronic infection. No 
change in profiles with time of infection was reported for the 
other 4 parasitic infections. These observations support the sus
picion that the relationship between SD to intection, and the 
immune system's mediating effects are not simple and clearly 
involve many of the immune effectors. The host's immune re
sponse does not seem to be gender specific beca use no clear 
sex-related strategy can be detected. One would expect that 
hosts would have evolved immunological responses that are 
complementary to parasite strategies al difierent times of infec
tion, number of parasites. location in the host's tissues. and 
offensive and defensive mechanisms. For example, extracellular 
stagcs of the parasite would be vulnerable to antibodies and 
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complement beca use of their direct effect on the parasite's ex
ternal surface (Philipp et al. , 1980). Such antibody-mediated 
damage has been documented to affect sorne parasite life cycle 
stages but certainly not all, i.e., tachyzoites in toxoplasmosis 
(Johnson and Sayles, 2002), early larvae in cystieercosis (Res
trepo et al., 200 1), merozoites III malaria (Daly and Long, 
1995), trophozoites in amoebiasis (Ghosh et al., 1998), and pro
mastigotes in leishmaniasis (Rafati et al .. , 200 1). However, some 
of the extraeellular stages of parasites manage to escape from 
the circulation and become sequestered inside their target eells, 
apparently unscathed by antibodies or other harrnful immune 
effectors. An immune response against intracellular parasites 
would largely depend on the expression of parasite antigens on 
the infected cell's membrane (Kyes et al., 2001) and the trig
gering of innate immune effectors. Attraction of effector leu
kocytes (polymorphonuclear leukocytes, eosinophils, and ba
sophils), cytotoxic T Iymphocytes, and natural killer (NK) cells 
to the site ofparasite infection should aid in parasite destruction 
or at least in containment of their growth or dispersal. Thus, an 
inclination toward TH2 profiles, with high levels of antibody 
production, would be most appropriate against extraeellular 
stages of parasites. A TH l response, which kills infected cells, 
would be most effective against intracellular parasites (Sher et 
al. , 1992). If female hosts truly favor TH2 responses, they 
should be more resistant to extracellular parasites and to intra
cellular infections in their initial stages when the parasites are 
migrating toward their protected intracellular locations. In con
trast, if androgens favor TH l responses, then males should han
dIe intracellular parasites more effeetively, espeeially during 
late stages of infeetion. Despite the attractive congruence of 
these speeulations on immunity and SD to infections, Table 11 
shows no c1ear sign of such patterns in the strategies of hosts 
or parasites. Lack of congruity between expected and observed 
results most likely come from unsound expectations regarding 
the role of the immune system in sexually dimorphic parasitic 
infections. 

A detailed understanding of the mechanisms leading to the 
destruetion of host or parasite or to a mutually tolerable stale
mate requires further research and the application of a more 
potent and discerning technology. It might also be use fuI to use 
other conceptual approaches in exploring host- parasite systems, 
i.e. , SD and host-parasite specificity, among others. Most re
search on these topics uses a reductionist approach, attempting 
to link microscopic events and effectors. However, the network 
or systems approach, where some functions are distributive to 
the entire network and not loealized in some of its parts, is 
rarely considered (Oltvai and Barabasi , 2002; Strohman, 2003). 

THE HOST-IMMUNO-NEURO-ENOOCRINE-PARASITE 
NETWORK IN CHARGE OF INFECTION ANO SO 

The usual experimental strategy for examining the mecha
nisms of immunoendocrine interactions is to add a sexual hor
mone or a cytokine to an isolated component of the immulle, 
Ileurological, or endocrine system and then to measure its re
sponse. With results obtailled by this approach and also with 
some of the in vivo data in Tables ¡ and 11, we constructed a 
flowchart of the immune and neuroendocrine systems tha! in
cluded all interactions across species, sexes, cel1s, and types of 
responses. The result was an all-encompassing host-immuno-



neuro-endocrine-parasite (HINEP) network connecting com
ponents within and between the systems of the host and the 
parasite (Fig. 1). The magnitude and complexity of the HINEP 
network includes practically all sexual hormones and many of 
the known immunological components. Simple inspection sug
gests the networks possible relevance to many other biological 
scenarios other than infection. Some of the events in the im
munoendocrine network ínvolve cellular differentiation, repro
duction or death and de novo synthesis of receptors. The prom
inent and varied connections of the HINEP network with other 
hormones, well known to be related to stress and the inflam
matory process (Besedovsky and del Rey, 2002; Dantzer et al., 
2002), suggest that the network can also influence innate im
mune mechanisms (Yokoyama and Scalzo, 2002). The HINEP 
network of the host is re1ated directly with the parasite (Mo
rales-Montor, Baig et al., 2001; Morales-Montor, Mohamed et 
al., 200 1), affecting its reproductíve capacity through sexual 
and adrenal steroids that favor the expression of genes related 
to cellular differentiation and proliferation (Escobedo et al., 
2004). The HINEP network contains circuits with forward and 
backward regulation, producing a great range of effects on the 
parasite or the host using several venues. Because some of the 
events in the HINEP network involve cellular reproduction and 
de novo synthesis ofreceptors, the network would seem capable 
of adapting and evolving. 

There are other immunoendocrine networks described in the 
literature, which focus on the connections of the immune sys
tem with adrenals and nervous system, but secondarily or Ilot 
at all with the gonads (Besedovsky and del Rey, 2002). The 
HINEP network presented in this study adds to the existing 
networks by incorporating the gonads and sex steroids as intra
host conneetions and the parasites' physiological systems as 
interhost connections. 

Sex steroids act on a variety of immunocompetent cells af
fecting clonal expansion, phagocytosis, apoptosis, antigen pre
sentatíon, and physiological responses to cytokines and che
mokines. Thus, there is no question regarding the capacity of 
sex hormones to modulate the immune response. The significant 
question is, rather, what is their end effect on the host-parasite 
relationship and at which point do es it act in each gender of 
host? A node in the network likely to be present under a strong 
sex-steroid modulation ofacquired immunity includes the THI
TH2 immune responses (Rook et al., 1994; Martin, 2000). Con
flicting effects of androgens and estrogens on TH 1-TH2 may 
possibly adjust the relationship of each host sex with the par
asite and achieve either " pacifist" coexisten ce or "belligerent" 
confrontation. Antigen presentation, clonal expansion, cell ac
tivation, or apoptosis and effector macrophage functions, in
ftammation, and chemotactic responses are also likely candi
dates for significant hormonal control. The exploration of direct 
sex-steroid effects is as yet incomplete, and their end effects 
on the whole immune system, especially when acting in unison, 
are seldom studied. As can be gathered from the summary of 
a single hormone 's actions on sorne of the immune pararncters 
cited in Table IU, estradiol seems to stimulate TH2, but there 
is no proof that it shuts down TH 1 other than in experiments 
using mitogens instead of antigens. Similar!y, testosterone de
creases some B-cell- associated effector functions by reducing 
the levels of some TH2 cytokines (IL-l, lL-6, TNF-a) but has 
Ilot been shown to interfere with TH 1 functions. Dehydroe-
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piandrostenedione (DHEA) stimulates TH l immune paramcters 
without apparent effect on TH2. DHT has effects similar to 
testosterone. Progesterone downregulates effector mechanisms 
(NK cytotoxic activity and macrophage cytokine and nitric ox
ide production), and prolactin also acts on the TH 1-TH2 mod
ulation node. Based on these observations and considering they 
probably are not independent effcctors, however, it would be 
adventurous to predict a single hormone's end effect on a host's 
immunological protection or vulnerability to infection. This is 
even more Iikely when many of the sex hormone levels are not 
independent effectors and sorne hormones are probably oper
ating simultaneously on the host's immune system when con
fronted with a parasite. Furthermore, more complexity and less 
predictability are to be expected from the Iikelihood of immune 
cytokines acting directly on the parasite, as do the sex steroids. 

Notwithstanding the problem in understanding how real 
physiological networks actually work, their nodes might differ 
in terms of the number of connections. Herein lies the only 
hope for understanding relatively simple eause-effect relatioll
ships in parasitismo Firing of the most eonneeted nodes may 
extend widely and rapidly throughout the network, inducing a 
signifieant change of phase in its equilibrium state and prompt
ing the emergen ce of new properties (OItvai and Barabasi, 
2002; Strohman, 2003). Identification of the most connected 
nodes would be a way to begin their study as principal partic
ipants in SD to infection. To clarify the relationship existing 
between a host's SD and immunity with susceptibility to infec
tion, we must look for these hierarchic nodes in the HINEP 
network. Sorne of them may be apparent at sexual maturity, but 
others might be more difficuit to identify, having operated in 
the early ontology of the female or male immune and endocrine 
systems and then disappearing by the time of sexual maturation. 
One could hypothesize that important neuroendocrine system 
connections with the immune system are established during em
bryonic development, when gonadal differentiation occurs 
(Klein et al., 2002; Sinisi et al. , 2003) and principal criteria for 
immunological self- and danger signal recognition al so appear 
to be set (Matzinger, 2002; Medzhitov and Janeway, 2002). 

To illustrate the HINEP network's explanatory and predictive 
properties of parasite infections, circuits that are turned on in 
experimental cysticercosis and schistosomiasis are illustrated 
with different colors in Figure l. The circuits are not identical, 
but in both, IL-6 is a prominent feature, and the consequences 
of its overexpression, i.e. , feminization , a TH2-Jeaning immune 
response, would be expected in other infections with a1l the rest 
being equal. In the network, there are also circuits capable of 
masculinizing the infected female if P-4S0 aromatase is directly 
inhibited, or by inhibition of GNRH in the hypothalamus, me
diated or not by IL-6, or by cnhancing the expression of Sa
reductase type II by means of an lL yet to be identified. In the 
opposite direction , the DH EA upregulation of TH 1, for in
stance, endows the endocnne system with an ability to partic
ipate in immunological defense, a prediction that has yet to be 
verified in TH I-sensiti ve infectlons (Baszler et al., 1999; Su
zuki, 1999; Rogers et al., 2002). In the network's schistoso
miasis example, the parasite actively induces an immune re
sponse. which prcgressively leans toward TH2. Then. the in
crease in IL-¡3 express ion in the hypothalarnus stimulates CRH 
production, which, in rum, stimulates pituitary adrenocortico
tropin hormone (ACTH) (Morales-Montor, Newhouse et al., 
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TABLE 11 1. EfTects and rnechanisms of action by hormones on immunocompelenl cells. * 

Hormone 

Estradiol 

DI-IT 

Testosterone 

Progesterone 

Cortisol 

DI-IEA 

CRH 

ACTI-I 

Prolactin 

VIP 

GI-I 

Thyroid hormones 

Vasopresin and oxitonin 
Encephalins 

Endorphins 
hCG 

Melatonin 

Effect on immunc system cclls 

Polyelona l B eell activalor; promoles B eells inlo 
plasma cells; 1 bonc malTo,,", and thymus mass; i 
l L-I O and IL-6 secreting cells; 1 IFN--y and I L-2 
produclion; downregulales NK activity; upregulatcs 
phagocytocis by macrophages; i serotonin and his
tamine release 

1 T-cell response to mitogen; 1 mast cell secretion; 1 
IL-I, IL-6, and TNF-o: production; i IL-2, TNF-o:, 
and IFN--y rnRNA 

1 B-cell response to mitogen; 1 mast cell secretion of 
histamine and serotonin; 1 IL-I, IL-6, and TNF-o: 
production 

1 NK cytotoxic activity; i TNF-o: secretion; 1 macro
phage cytokine secretion; 1 NO production 

1 Prostaglandins and leukotrienes production; modu
lates T- and B-cell maturation; affects trafficking 
and activation of proinflammatory cells; 1 the pro
duction of IL-I, IL-2, IL-6, IL-8, IL-IO, IL-12, and 
TNF-o: 

i IL-2 production; i IFN--y production; 1 IL-6 seere
tion; 1 TNF-o: produetion; proteets against neu
rooxidative damage; i T-cell immunity; i DTH re
aetion 

i IL-I and IL-6 produetion; i ehemotaxis and super
oxide production; i B-cell proliferation; i expres
sion of T cells I L-2 receplors 

i Antibody production; cytokine secretion and prolif
eration 

i Lymphocyte proliferation in response to antigen 
and mitogens; i IFN--y and IL-2 secretion; 1 cell 
death mechanisms in immune cells; jnduces NK 
cells to their differentiation to prolaclin-activated 
killer cells 

1 Production of proinflammatory agents; i production 
of anti-inflammatory cytokines; both funclions in 
aClivated macrophages; i Th2 cell difTerentialion 

i Adhesion of thymocytes to thymic epilhelial cells; 
i relcase of thymocytes from thymic nurse cells; i 
intrathymic T-cell traffic 

Affects primary B-cell development because of re
duced proliferation of immature B-cell precursors 

i Cell proliferation 
Low doses: i activates B and T cells; high doses: im

munosuppression 
1 Antibody production and proliferation 
1 Proliferation ofT and NK and induction ofT sup

pressors 
Affects thymocyte maturation and differentiation 

Refcrenccs 

Mandrup-Polllsen el al. (1995), Gaillard and Spinedi 
(1998), Chen el al. (2001), Roberts et al. (2001), 
Vel1helyi (2001), Spinedi el al. (2002), Kilaya el 

Bijlsma et al. (2002), Morales-Montor, Baig, Hallal
Calleros (2002), Tanriverdi et al. (2003) 
al. (2003), Maret et al. (2003), Ou el al. (2003) 

Zhang et al. (2000), Bijlsma et al. (2002), Morales
Montor, Baig, I-Iallal-Calleros (2002), Tanriverdi el 
al. (2003) 

Mandrup-Poulsen el al. (1995), Gaillard and Spinedi 
(1998), Verthelyi (2001), Spinedi et al. (2002) 

Derijk and Berkenbosch (1991), Mandrup-Polllsen el 
al. (1995), Loria el al. (1996), Nussdorfer and 
Mazzocchi (1998), Feterowski et al. (200 1), Bese
dovsky and del Rey (2002), Esch (2002), Morales
Montor, Mohamed et al. (2003) 

Derijk and Berkenbosch (1991), Mandrup-Poulsen et 
al. (1995), Loria el al. (1996), Nussdorfer and 
Mazzocchi (1998), Feterowski el al. (200 1), Bese
dovsky and del Rey (2002) 

Derijk and Berkenbosch (1991), Mandrup-Poulsen el 
al. (1995), Nussdorfer and Mazzocchi (1998), Be
sedovsky and del Rey (2002), Esch (2002) 

Panerai and Ottaviani (1995), Nussdorfer and Maz
zocchi (1998), Ottaviani el al. (1999) 

Derijk and Berkenbosch (1991 l, Matera el al. (2001), 
McMurray (200 1), Yu-Lee (2002) 

Delgado el al. (200 1), Voice et al. (2002), Ganea and 
Delgado (2003) 

Stembcrg (1997), Weinstock and Elliott (2000) 

Dorshkind and Horseman (200 1) 

Dorshkind and Horsernan (200 1) 
Dorshkind and Horseman (200 I l 

Machelska and Slein (2002) 
Pope (1990) 

I-Iotchkiss and Nelson (2002) 

• Abbreviations and symbols: DHEA, dehydrocpiand roslerone; DHT, dihydrotestosterone; CRH. corticotroph in: ACTIl. adrenocorticotrophic homlOne; Vlr, vasoin
testinal pcptide~ GI-l, growth honnone; hCG. human chorionic gonadotrophin; DTH, delayed-type hypersensitivity; l. decrcase activity: i , ¡ncrease activity. 

:2001). Concomitantly, lL-6 and migration inhibitory factor 
could be regulating ACTH production directly in the pituitary 
gland. The ACTH production, in tum, stimulates adrenal glands 
to produce cortisol and DHEA, together \Vith TNF-a, which can 
directly inhibit parasite growth. Infection triggers the immune 
response of the host by mediat.ing the neuroendocrine system 
at HPA axis level (Morales-Montor, Mohamed et al., 2003). The 
consequent microenvironment could be more permissive for the 
establishment and growth of the schistosomc, The network also 

cxhibits the possibility of HPA axis hormones to act directly 
on the parasite, aftecting its rcproductive capacity through ad
renal steroids ihat favor the expression of genes related to cel
lular differentiation and proliferation (Morales-Montor, Moha
rned et al. , 2001 ). On the other hand, in cysticercosis, the 1I0des 
of inreraction are by way of the hypothalamus- pituitary-go
nadal axis. Infectioll with the metacestode results in a tCmini
zation process and in a TH 1- TH2 shi ft of the host's immune 
response. The cysticerci actively induce a TH2 immune re-



sponse. 111en, the increase in IL-6 production in tum stimulates 
estradiol production by directly activating the enzyme PASO 
aromatase and at the same time increasing pituitary follicle
stimulating homlone levels. Estradiol would then cycle back to 
favor the TH2 response further. In tum, the decreased testos
terone production inhibits the TH I-dependent ce\lular response. 
The consequellce is the change of the host's honnonal microen
viroment from restrictive (mal e) to pennissive (female) for cys
ticerci growth. The network also i\lustrates the possibility that 
the host's sex honnones may act directly on the parasite, af
fecting its reproductive capacity through sex steroids that favor 
the express ion of genes related to ce\lular differentiation and 
proliferation in many animal species (Fig. 1). 

The HINEP network's prowess, with its manifold forward 
and backward regulations in operation, is congruent with the 
variegated profiles of Infection-SO and Immune-SO in the var
ious host-parasite systems. It does not, however, necessarily 
imply or deny that there will be differences between sexes in 
the final results of a given confrontation with a parasite, reached 
perhaps by different mechanisms in different host sexes. A 
functional feature of complicated, random, or scale-free net
works is its stabilíty before random perturbations, whereas stra
tegic perturbations "break" them to pieces (Oltvai and Bara
basi, 2002; Strohman, 2002). This could explain why there are 
some sex-unbiased parasitic diseases. Perhaps only a few par
asites are capable of triggering a profound general change in 
the state of the network that results in Infection-SO, a property 
límited to those parasites connecting with the complex hierar
chical immunological nodes ol'the network and lhe sex steroids. 

15 THE HINEP NETWORK INVOLVEO IN OTHER MEOICAL 
ANO BIOLOGICAL PUZZLE5? 

The líterature search revealedan extremely complex HIN EP 
network, involving honnones and cytokines that predict potent 
interactions in events genera\ly atrributed to the exclusive op
eration of single systems in response to simple precepts (repro
duction and defense). Therefore, much plasticity and multi
functionality in a network are not without risk. Absence of con
trol could lead to the loss of tolerance and autoimmune prob
lems (Oerijk and Berkenbosch, 1991; Lechner et al., 1996) or 
be involved in the immune compromise of aging (Panerai and 
Ottaviani, 1995), in the pathophysiology ol' some infections in 
which inftammation is a prominent effector of pathology (Man
drup-Poulsen et al., 1995; Henri et al., 2002), or even in sorne 
combination of all the aboye. Moreover, the HINEP network 
could connect parasite infections with other diseases that seem 
alíen to Ihe immunological and endocrinological domains, such 
as arterial hypertension (Peeters et al., 2001), atherosclerosis 
(Chae et al., 2001), and cancer (Herrera and Ostrosky-Wegman, 
2001 ; Polat et al., 2002). 

Many other biological questions emerged from the review of 
the literature on SO, each pointing to avenues for future re
search. We sha\l focus on 2 ofthe more prominent ones, which, 
in tum, involve many subsidiary possibilities. first , why is there 
SO in the immune response? Secand, is there evidence to sug
gest ~hat parasites ha ve infhICllced the evolution of their hosts ' 
lmmune-SD') 

The very complexity of the HINEP network hints at reasons 
for lmmune-SD othcr than the self or foreign concept. Pcrhaps 
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it has evolved as the best mechanism for individuals of either 
sex to confront infection successfully, even il' by ditferent 
mcchanisms, and also to solve with precision gender-specific 
challenges, líke pregnancy (Grossman, 1989), or perhaps the 
consequences of their territorial, mating, and social behaviors 
(Zuk, 1994; Kavalíers et al., 2001). 

The selective pressure driving evolution toward lmmune-SO, 
matching in importance the defense of the hOSI against infec
tion, is to pennit reproduction in a dioecious species without 
much immunological compromise (Grossman, 1989; Gaillard 
and Spinedi, 1998; Agrawal and Lively, 200 1; Charles et al. , 
2002; Moore and Wilson, 2002; Owens, 2002; Potti et al. , 2002; 
Tella et al., 2002). This compromise could be achieved by a 
transient, immunologica\ly specific allowance of female preg
nancy with an offspring that is half-foreign, designed in tenns 
of immunoendocrine signaling that does no damage to an ef
fective response to a pathogen (Martal et al., 1995; Matzinger, 
2002; Medzhitov and Janeway, 2002). Pregnancy demands for 
immunological allowance would originate from the advantage 
of species diversification gained through gender dichotomy. Its 
satisfaction would call for occasionally fastidious but transient 
irnmunoendocrine regulation by honnones and cytokines so that 
the fetus is not damaged (Barnea, 2001). Immune-SO may pro
vide males with the specialized ability to better cope with their 
more stressful and dangerous lives when displaying their sex
specific behaviors (Kavalíers et al., 200 1; Spinedi et al., 2002). 
Thus, the hosts that get the best trade-off between the need to 
diversify and the need to survive would appear to have lhe 
better chances to evolve. Even the parasite could benefit from 
the host's lmmune-SO. for example, the parasite-restrictive 
males in the case of murine cysticercosis may be regarded as 
behaviorally enhanced vehicles toward the parasite 's final des
tiny in the gut of carnivores (Willis and Poulin, 2000; Gourbal 
et al. , 2001). In turn,lhe cysticercus-pennissive females, when 
infected with the eggs of T. crassiceps, would act as the optimal 
hosts for their rnassive reproduction (Poulín and Thurn, 1996; 
Zuk and McKean, 1996; Panhuis et al., 200 1). 

The level of complexíty introduced in the decision-making 
process ofimmune events by the powerful HINEP netwo¡:k reg
ulatory capacity promises to enlighten persistent immunological 
puzzles such as tolerance and autoimmunity, the connection 
with infection of seemingly unrelatedphysiopathological events 
such as hypertension and cancer, and the role of Immune-SO 
in species diversificatíon and individual behavior. The roles of 
sex steroids in the ontological development of the immune sys
tem and in acquired and innate immune responses promise in
valuable insights and beg for more research. 

CONCLU510N5 

There are many exceptions to the female host supremacy 
paradigm in parasitic infections of mammals, too many to leavc 
unquestioned. Indeed, testosterone is involved in the immu
noendocrine interactions triggered by infection, but so are many 
other honnones and cytokines that act as a network in which 
the contributions of its single effectors are unclear. Instead, im
portant properties, líkc infection and immune sex-ass(,c iated 
differences, may emerge from the netvvork as a whole. The role 
of the host's immune system as the only effector of SO in par
asitism is not clear; it is insufficiently explored, and it is not 
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uniformly implemented, even in the most studied host- parasite 
systems. Finally, the parasite's direct response to the hormonal 
environment of each host sex has been overlooked as a sib'llif
icant contributor to host SO in parasitic infections. In fact, it 
would appear that the conflicting findings in murinc T. crassi

ceps cysticercosis with the female supremacy paradigm in par
asite infections provoke even greater sensitivity to the host's 
sex steroids, i.e., parasite driven estrogenization and deandro
genization of infected male mice and permissiveness of the fe
male mi ce TH2 inclined immune profile toward cysticercus pro
Iíferation. 
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