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2 RESUMEN.

IDENTIFICACION DE LOS PEPTIDOS DEL SITIO DE LA
INMUNOGLOBULINA E PROTEGIDO  DE LA IODINACION POR SU RECEPTOR

CELULAR.

La unién de la inmunoglobﬁlina E (IgE) a células cebadas y a
baséfilos ocurre en receptores de la membréna celular.

En la etepa inicial de nuestro trabajo estamos tratando de
caracterizar el sgitio de 1la IgE con .el cual interactda el
receptor por medio de técnicas de inmunoguimica.

Se indind IqE monoclonal de ratén en presencia (IgE~-R) vy
ausencia (I1gE) de receptor y se separaron en una electroforesis
en gel de 2sliac-:lamida. En cade caso se cortaron las bandas
correspcndientes a la cadena pesada de la IgE-R y la IgE y se
digirieron con tripsina (T) o quimotripsina (@). Los péptidos
resﬁltantes se analizatpn‘siguiehaaiiaAtécnica de ?ecoud y Cénrad
(36) modificada en nuestro laboratofio.

Al ccmpararjlos resultados obtenidos por  autorradiografia,
ébseryamcs ‘due en la IéE—R t;atada con T, dismjnuyeyel grado de
itbdinacidn de dos ﬁéptidos con respecto a los mismos péptidos en
la IgE. , ' | _ ' .

En'la autorradiografia de la IgE-R tratadak con'9>dismiﬁuye
la'intensidad de dcs‘;énf::C? zon respecto aklos mismos péptidos
de la IgE.

Suponemos que los pdéptides que disminuyen de intensidad



en las autorradiografias estan protegidos de la jodinacién porgue

con los que interactuan con el receptor celular.
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3 INTRODUCCION.

+

3.1 GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNE (1, 2, 3 vy 4).

La vida de cada organismo esta constantemente amenazada por
otros organismos, siendo esta la naturaleza del mundo vivo. Fara
su defensa, cada especie ha desarrollade upa variedad de
mecanismos de proteccién, como por ejemplo, él camuflaje con
colores, los venenos, los masculos fuertes para correr, etc.

Para defenderse de los microorganismos los verterbrados han
desarrollado tedo un sistema de reconocimiento y de reaccidn que
colectiyamenée se conoce como el sistema inmune.

Las células responsables de la inmunidad en los' organismos
son los linfecitos que son parte de las células, o gldbulos
blancos de ia sangre. Hay aproximadamente 2x10%2 linfocitos en el
cuarpo humano.

Los ‘linfocitus se desarrollan a partir de :élulas‘,madre
hématopoyéticas pluripotenciales, las cualés' dén nkigen'é tcdds
los. tipos celulares sanguineos. Estas células madre,.durénté la
etapa .fetal de los organismos, se localizan en el hig§d0 y enjla
etaba'adulta se encuentran en la meédula bsea. A ‘

Sé conocen dos tipos de linfocitos, -los linfocitos B yllos'
linfocitos T. |

Eséa ciasifica:idn éé da'bor el tipo de érgano en el que se

diferencian. Asi, los linfocitos B son producidos en la médula

" dsea en el caso de los mamiferos y en la bolsa de Fabricio en el

caso de las aves, an tanto que los linfocitos T maduran



en el timo. Los linfocitos B son lds encargadbs del desarrollo de
la “respuesta inmune _humoral, y los lipfocitos T son 1los
encargados de la respuesta inmune celular.

La respuesta inmune celular, -;nvolucra la produccion de
células espécializadas qué reaccionan con los antigenos.

La respuesta inmune hgmora! se origina cuando los linfocitos
B son aﬁtivados por un antigeno. Esta activacidn arigina que loé
linfocitos proliferen y se transformen en células plasmadticas que
inician la sintesis de las mgléculas de anticuerpos iespecificos
gue circulan en el tcrrente.sanguineo Yy se unen a los antigenos
que los inducen.

El reconociﬁiento y la union de la molécula de .anticuérpo
con el antigeno facilitan que ciertés células fagociticas, kpor;
ejemplo los macrdfagos, ?ﬁgieran y destruyan al antigeno vy
frecuentemente activan un sistema de proteinas de la sangre
conocidas womo "ol sistema del complemento” que »ayuda. en: la
desﬁruccion dél antigeno. ‘ |

El sistema inmune presenta dos propiedades fundamentales, la

primera de ellas es la especificidad, que es su capaéidéd para

e RREERSoLSReSE

distinguir " entre ‘lo propio y‘ lo no propio. Cuando una
macromolécula ajena penetra en el organismo, ésta actaa como un
antigeno y estimula al sistema inmune exclusivamente contra‘ ese
antigeno.

inmune. Debido a eila. tiene lugar una respuesta inmune' mas

rapida- y mads fuerte cuando el organismo es reexpuesto al



antigeno.
Esto se debe a un subconjunto de linfocitos estimulados por
antigenos que circulan en la sangre y en la linfa por afos y son

llamados "células con memoria“.
3.2 ESTRUCTURA DE LAS INMUNDGLOBULINAS{

Las inmunoglobulinés son glicoproteinas compuestas de B2 a
96 % de polipéptidos v de 4 a 18 % de carbohidratos.

El componente polipeptidico posee todas ' las propiedades
biolégicas asociadas con las moléculas de anticuerpos.

l.as inmunoglobulinas representan una de las clases mas
numerosas &e lasv proteinas encontradas en la sangre,
constituyen aproximadamente el 20 % de las proteinas tofaies
del plasma. Se cree que hay aproximadamente 103® moléculas de
anticuerpos en el plasma,’ én los fluidos tisulares vy en }asv
secreciones. |

Todas 1las moléculas de inmunpglobulinas estan ‘constituidas
por dds radenas pesadas (H) idénticaé, #ada una -cbmpuesta'_por
éproximadameﬁte 440 residuos de amindécfﬁos y‘ por dés tédénas
ligeras (L) también idénticasy cada una compuestav .por
aproximadamente 220 residuos de aminoacidos, 'Estés cuétro
cadenas se mantienen unidas por medio de enlaces disulfura (§-8)
intercédena, como se aprecia en la figuré 1.

Laé' moléculas de inmunoglobuling también present#n enl aces
(5-8) intracadena, 1los que dividen a las cadenas en ‘'“dominios".

Cada dominioc esta constituido aproximadamente por @ 110



cadena' L —_—

5--5

‘ . cadenas H—-—

5--5

7 cadema L &

| ‘Sitio de unidn a células cebadas o a basdrilos

Figura 1. Dlagrama de una molecula de mmunoglobulma
en el que se muestran las cadenas pesadas (H)
y las caderas ligeras (L) ' : :
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residuos de aminodcidos, como se aprecia en la figura 2.

Los ‘dominios constantes (C).spn aquéllos qﬁe presentan uné
secuencia de residuos de aminpicidos constante. Estos dominios
conforman lo gque se conoce como regidn Fo, llamada asi porque es
facilmente cristalizable, en tanto que los dominios variables
(V) conforman la regidon variable; en estos dominios la secuencia
de residuos de aminoacidos es variable, 1o cual le confiere a
esta regién una gran plasticidad para reconocer y unir a la
gran variedad de antigenos que existen. A un dimero que contiene
“una cadena L y un dominio C y otro V de la cadena H se le conoce.
vcomo region Fab, porgue en este fragmento estd el sitio de unidén
para el antigéna.

Hay dos regicnes Fab por cada molécula de inmunoglobulina,
lo que le da un caracter bivalente, .esto gs,'puede reaccidnar con
dos moléculas de antigeno a la vez. |

Ademads, las molécﬁlas de inmunoglobulina son suéceptibles a
los ataques protecliticos; por ejemplo ia deprada:ién ehzimatiﬁa
de una moléculé de inmunogiobuiina con bapéiha produce  dos
fragmentos Fab y un fragmento Fec,  en tanto que la digestioh con
pepsina . produce un fragmento F(abla y degrada la regién_ Fc
como se aprecia en la figura 3. » ’

En los vertebrados superiores existen cinco clases
diferentes de inmunoglobulinas que %e conocen como
Inmunogfébulina A (IgA), D (igh), E (IgE), G (IgB) y M (IgM).

Cada clase de anticuerps tiene uwna cadena H especifica,

‘siendo identificada cada una con la letra griega alfa (a), delta

11



Icad9ﬁ§£i! - e, Gominios

dominias C

- Figura 2. Dlagrama de una molﬂcula de |oE
en la que se aprecian los domlnaos
constantes (0 RS uar!ables (U)



digestién con

Fe ", . ’  fragnentos Fo

 Figura 3. MWmmdm&semﬁvm\m
los fragmentos obtenidos a partif
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_________ 5 s/
55 ___ff{__

. con pepsina

digestion

‘de la digestidn de uma noldcula o
de tnmunog\obullna con papaxna 0

~ con pepsina.
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(§), épsilon (€), gamma (1) y mu (p); asi, la molécula. de la IgA
tiene su cadena H-« ; la IgE tiene su cadena H-€ , y asi
sucesivamente.

Ademas de las cinco clases de cadena H, 10; vertebrados
superiores tienen dos tipos de cadena L denominados por las
letras griegas kappa (K) o lambda (N),

Las dos cadenas H de cualquiera de las diferentes clases de
las inmunoglobulinas puéden asociarse conAdos cadenas L del tipo
¢ o del tibo,& s pero no ocurre que tengan una cadena L del tipo
I ¥y una del tipoA.

En la tabla | se muestran las caracteristicas mas importantes

de las diferentes clases de inmunoglobulinas.
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IeBLA . . CARALTERISTICAS GENERALES DE LA § CLAJET 0

PROP EDADES

Class de cadena H,
Clase do cadena L,

Férmuia molecular.

Namero de mondmeros )
por cadona.
Coeficiente de
Sedimentacian.

Peso Molecul ar

aproxissdo.

Con:ontr'n:ldn en
suero (mg/ml).
Vida media en
‘:uvrn, tdiaa). -
Paso & través de
Ia placenta,
Activacién det

complenenta.

nctlvtd-d‘ruqinlca.
Unién x macrdfagos.
Unidn & células cebs
das y/o basofiics.
Lisis bacteriana,

Actividad antivirall

INPUNOGLORUL TG QUE 3E CONQGEN.

CLASE DE ANTICUERFO

A 19D 1g€ 196
a 5 € A
Ked Kol Ko A Ke X
taly Sk, by Wiy

o
(agty 1E54t
1,2 1 13 1
43
7 7-8 8 &7
160 K 3 180 X 190 K 130 K
400 X §
2 0.03 0.0003 12
& 3 2 23
- - - *
- d - ++
- - * *
" - - +
- - . -
+ ? -7 *
e ) 7 i

% Para loz mondmeros de IgA en Susro.

‘% Para la 1gA secretoria.

¢ Componente secretorio.

t Cadena J.

X = 1,000 d
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3.3 ASPECTOS HISTORICOS DE LAS REACCIONES ALERGICAS (4).

En 1819, John Bostock presentd a la Real ©Sociedad de
Medicina 'de Londres su trabajo acerca de la "afeccién periddica

de ios ojos y pecho" a la que nombré Catarrus aestivus =}
"cétérrurde verano" vy due también' se conocidé con el nombre de
“"fiebre del heno". Medio siglo despues,  Charles Blackley
establecidé en su 1libro Investigacibnes experieentales scbre las
causas .y naturaleza del Catarrus aestivus (Londres. Bailliere \
Tindall. 1873), que el polen tiene un papel importante en lé
produccién de la fiebre del heno, Blackley se utilizé a si
mismo como conejillo de Indiasy tomé muestras de poien vy lo froté
en un rasguio que se habia producido en .un brazo, ocasionando
asi un edema que media de 1.5 a 2.5 pulgadas. Con la ayuda de un
microscopio 6ptico. vy embleandp portaobjetos "pegaiosos”; 31 contd
el poien en el aire y demdstro que existia una cofrelacian ent;e
la cantidad de polen preseﬁte en el pire y sus sintomas.
Finalmente, él‘,tomé ~muestras de polen con la ayuda de
portéﬁbjetos'Apegajbsoé unidnsxa una. cometa y realizé un conteo
aéreo a 500 m por encima del nivel del suelo. El Eesultado le
éxplico el por qué ¢l padecia fiebre del héno en una gran ciudad.
Pero:no solaménte la fiebre_qel heno fue descrita du}ante el
sigld XIX. En 1882 el Dr. Heinrich Quincke describid el

angioedema (edema Ruincke) y desde 1881 se tenian datos de la

rinitis vasomotaora.  Aun cuando fué demostrado que estas
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enfermedades y el asma bronquial pueden en algunos casos ser
.causadas por la exposicién a sustancias extrafas no dafinas, 1los
mecanismos por los que se producen los sintomas no fuerén
eluc{dédos sino hasta principios del siglo XX.

En 1901, 1los cientifios franceses Charles Richet y Faul
Portief,-a sugerencia del principe Alberto de Ménaco, estudiaron
el efecto del veneno de la medusa de mar conocida como fragata
portuguesa. Richet, por medioydel método del rey Mithradates de
Pontos (132 a 63 A:C.), traté de hacer inmunes a perros contra el
veneno de la medusa. Uno de los animales experimentales fue un
perro llamado "Neptuno”, al cual 22 dias después de 1a primera
inyeccién, sé le administré una segunda dosis aplicandose esta
vez la décima parte de - la dosis fatal. En el espacio de unos
cuantos segundos el animal enfermo de gravedad y murié al cabo de
25 minutos. ‘

Este resultado era opuestﬁ.a lo que Richet esperaba, @l
penso‘que la resistencia natural contra 1a sustancia tézica se
habia perdido. Comd ei fenomeno  fue considérédo ip opuesto a‘fav
profilaxis (proteccidén), se denominé anafilaxis. Esteytérmind es
ahora usado para la alergia inducida en animales y para severaé
reacciones alérgicas en el hombre. .

‘Al aio siguiente"de los experimentos de Richet,. Maurice
Arthus demostrd gque las reacciones anafilacticas pueden lsér
'prdvocadAS por sustancias gue no son toxicas.

Fara esto, Arthus inyecté suero de caballo en conejos sin

causar ningtn tipo de reaccioén la primera vez; cuando repitid
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la inyeccion después de unas cuantas semanas, observé una
fuerte reacci&n: el tejido se inflamé y en alqunos .casos se
necrotizé. Esta reaccion anafilécgica local se conoce como 1la
reaccidn de Arthus.

| Eﬁ 1905 dos pediatras, el austriaco Clemens von Pirquet y el .

hungaro Bela Schick, reportaron que a nifos a los que se les

hinchémiento de.QIAndulas Yy urticaria. A este padecimiento se
le denomind "enfermedad del suero".

En 19046 von Pirquet, en un articulo en la revista Minchener
Medizinische Wochenschrift, propusé el término alergia en lugar
del‘ concepto reactividad cambiante. El usd las ﬁalabras griégas
Allos, que significa diferente o cambiado y Ergos que significa
trabésp}o.accién; | 4

. En 1923, los cientificos americanos Robert A. Coqke Y,Arfhur
Fernandez Coca propusieron el térmihn afopid para aqueilas formés
: cliﬁicas de alergia‘ maniféstadas por 1é fiebre del ﬁenq y el
aéﬁé, en las cuales "los individuos como uh'grupoljﬁqseen ;una;
capédi&ad peculiar sensible a ciértas ﬁroteinas a las cuaieéj
frecuentemente estan expuestos ‘por su medio. ambiente vy . sus
habitos de vida'. - )

-De  este modo, una predispbsicion hereditaria bara volverse}
sensibfe, es unag caracteristica distintiva de la atopia.

Posteriormente fue afadida otra caracteristica; que es 1la

presencia de reaginas.
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En 1919, el Dr..Maximiliano Ramirez de Nueva York feporté un
caso extraordinario de asma en el Journal of the American Medical
stociation, En su articulo, explicabé que fué consultado por
un hom?re que habia tenido por primera vez un ataque de‘asma en
un carrdaje. tirado por caballos én Central  Park. El pétiente
habia tenido wna transfusion Asahguinea por anemia y el Dr,
Ramirez encontré4 . gue el donador de la sangre habia sido una
persona ashatica, la cual fué examinada. Se demostrd una
reaccidén positiva en la piel causada por la caspa del caballo.

Esta fué la primera observacidﬁ de que el asma podia estar
mediada por Qn factor de la sangre.

Posteriormente en 1921,'e1 Dr. Prausnitz confirmdé que 1la.
aiergié buede ser transferida por éi éuero de un'individub a
otro, en su cldsico experimento que hizo inmortales su nombre- y
el de su paciente alérgico. | v

‘ féiéhda el Dr.  Kistner alé(gi;o alrpescaﬂo,gl Dr.  Prausnit:z
inyectd en su brazo suero del Dr. Kistrer. 91 a£a s;éuiénfé,'el,
Dr. 'Prgusnitz éé‘inyécté extratto‘dé péscaﬁnﬁén el 6ism6 sitjo y
por sri@era vz ?en sﬁ vida, - qbséry¢:una ;keacci0n positiva en

su piel contra 31 pé§cédo; Cohr base én.esto, pensafoh' que ;eiﬂ
suero-del—'Dr. Ku;tner contenia un  factor qqé puédé "mediar una
:prueba poSitiva en la‘ piel. . El . factor responsable para la

reaccidnvde Prausnitz-Kistner fué llamado "reagina" por A.F. Coca
Ay R.A. éooke.

Después de estos. eventos, se éncontrd que las reaginas

estaban agociadas con los anticuerpos, pero comparadas con los
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anticuerpos contra ‘ﬁicroorggnismog, el “anticuerpo reggihi:o"
ténia algunas caracteristicas distintivas. Primero, no podia ser
demostrada su presencia en el sugro por las reacciones de
precipitacian usuales. Segundo, - era termolabil. Tercero, tenia
una habilidad peculiar para fijarse a la piel por periodos
prolongados y producir edémas y eritemas.

Una vez que fueron identificadas las diferentes clases de
inmunoglobulinas,” se intentd relacianar al antgcuerpo reaginico
con alguna 39 laé clases como la IgG o la igM pero sin éxito.

Por un tiempo se pensé que la IoA era el acarreador de 1la
actividad 'reaginica, pero esta creencia fué refutada por la
observacion de’alergias en pacientes con una deficiencia total de
1gA. o

Durante 1los afos de 1950 y 1960 "otros campos de la
inmunologia fuerdn rapidamente desarrollados, quedando 1la
disciplina de la alergia releéada a un segundo plano,

La practica éstableéida eﬁpiricaménte de inyectar extractos
de.cojines‘de pluhas, contenido de asp;radorag -y caldo de carne
‘dentro de:. la piel def pacientes asmaticos y con rinitis, no
inspiraba' mucho respeto en'ios. demas cdlegas egpecialfétas en
algrgias, | ' | v
;En léb7 la situacién cambio draméticaménte gracias a los
trabajos de 1los esposos Kimishigé Yy Terukd Hlshizaka, guienes
trabajando en Denver, Colorado aislaron una fraccidén de suero
rica en reaginas, de una persona con una alergia extrema para el

pélen de la Ambrosia.
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Por medio de la prueba de Frausnitz-kKistner, demostraron la
presencia de reaginas en el suero, el cual fué usado para
elnaborar antisuero en conejos. Se afadierdén IqgG, ]QM{ IgA e Igb
al antisuerp para precipitar los anticuerpos anti-IgG, anti—Igm,‘
anti-IgA y anti-IgD. |

Aunque el antisﬁero estaba "vacio", con resbectu‘ a las
ciaées de inmunoglobulinas conocidas, podia producir una reaccidén
de Prausnitz-Kitsner positiva. La adicién del suero original rico
en reaginas produjo un pequefoc precipitado y. el sobrenadante
pbtenido quedé provisfo de la actividad para sensibilizar 1la
piel. Ademids, el precipitado unido al alergeno de Ambrosia
marcado con‘;n isétopo radiocactivo, indicaba que habia actividad
de anticuerpo. k

De este modo Kimishige y Teruko Ishizaka aportaron
evidencias  de que les anticuerpos reaginicos pertenecian‘é. una
clase de inmunoglobulina por'descubfirby que. ellos denominaroh
"gamma E ngbulina". | ‘ B

Al ’mismo‘;tiempo que  los Xshizaka péro independiantemente
" de ellos, S.G.b; Johansson y Hans Bennich en Uppsala, Suec;a;
obtuvieron .una proteina atipica a partir de iﬁh ﬁaciehte con
miéloma.; Ellos establécierbn que ésta eré una iﬁmunogloSulina
diferente de la IgA, 1Igh, IgG e IgM. Como las iniciales del
pééienté efan N.D., 1la nueva inmunpglobulina fué llamada IgnND.

Co& un méfodo extremadamente sensible de radioinmuncensayo
ellos demostraron, en colaboracién con L. Wide, la preseﬁcia de

cantidades muy pequefas de IgND en el suero normal. A partir de
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esto, Johansson 'y Bennich demostrar6n que el suero de los
pacientes alérgicos tenia altos niveles de IgND, y ademas, gque
‘gequeﬁas Pcantidades de IgND . bloqqeaba la reaccion de
Prausnitz-Kistner. .Estas observaciuﬁes, junto con los hallazgos
de lés propiedades fisicoguimicas de la IgND, 1los llevardn a la
conclusidn de que las reaginas pertenecen a la clase IghD.

Cuando los dos grupbs se encontraron en 1?68, fué claro que
habian estudiado la misma clase de inmunoglqbulina, y estuvieron
de acuerdo en iiamarla inmunoglobulina E (IgE). Ahora est& bien
establecido que esta nueva clase de inmunoglobulina es el
acarreador de las caracteristicas biolégicas de los anticuerpos
reégini:os.

1

3.4 CLASIFICACIDN DE LAS REACCIONES ALERGICAS.

De acuerdo a Gell y Coombs, las reacciones. alérgicas pueden

ser clasificadas en cuatro tipos que son:

" Reaccién de Tipo 1. Anafilactica.
“Reaccidén de Tipo 2. Citotéxica.
Reaccion de Tipo 3. Complejn—lnmunef

Reaccien de Tipo 4. Inmune Celular.

La respuesta inmune se clasifica en humoral o en celular. Si
los sintomas aparecen en minutos siguiendo una reaccion inmune,
ésta es llamada una reaccidn inmediata o reaccitn primaria. &i

los sintomas empiezan despueés de horas se denomina reaccibn
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tardia y si empiezan después de dias es una reaccién retardada.

En la tabla 2 se muestra una clasificacion de las

diferentes reacciones alérgicas:

ALERGICAS.
Tipo |}
HUMORAL INMEDIATA
Tipo 2
' | | Tipo 3 TARDIA
| CELULAR Tipo 4 RETARDADA

Esta es una reacci6n inmediata causada por anticuerpos
réaginicos’de'la clase IgE (en algunos casos 1g6). Los antigenos
_qué,provotan reacciones de tipo 1 son dehsminédos'ﬁalergenos";A
cuando el alergenc reacciona con ‘1a IgE unida & 1a superfxcxe dé
células ‘cebadas © de kcélulask basof:lxcas, las ;é;ulas sw
degranul an y liberan mediadores quimicos comD. por ejémplo 1a.
‘histamina; sustancias vde baja reactividad‘de anafilaxis (SRS~
A)y, el factor eosindfilo quimotéc;i&o de anafilaxis (ECF-A), el
factor de agregacion de plaguetas (PAF), que son'respbnsables- de
los s{ntomas de enfermedade§ como son el estorpudo, la tos, la
Comezon, la vasodilatacién, la formacidén de kedemés, la

broncoconstriccidn, la hipersecrecidén, la rinitis, el  asma, la
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dermatitis atopica parciél, varios casus de chogue anafilactico,

angioedema, urticaria, etc. (figura 4).
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El alergeno reaccilona con la
molécula de Igk unida a la mem

brana de la célula cebada.

La célula cebada se degranula y
libera mediadores quimicos (hista
mina, SRS-A, ECF-A,PAF).

Estornudo, tos, comezén, vasodila
tacién, edema, broncoconstriccidn,

~ hipersecreciénm,’ etc.

3

Figura 4. Reaceién de Tipo 1. Anafil&ctiqa:
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Reaccidn de Tipo 2. Citotdxica.

En esta reaccién; el antigeno esta localizado en la membrana
celular, pudiengo sef una molécula sintetizada por la célula, o
una molécula extra#a unida a la célula.  La membrana celular es
dakada por la interacgidn entre el antigeno gﬁido ;-la célula Y
el anticuerpo circﬁlanté.denla clase Ig6 (o IgM). La .activacién
del sistema del complemento resulta en la lisis de ia célula.

La  anemia hemolitica ‘inqq;ida por drogas Y la
iagranulocitosis' son ejemplos de keétciones de tipo 2 (figura 5).

Reaccion de Tipo 3. Complejo-Inmune.

Se féfmén‘ complejos - eﬁtre el antigeno circulahte Yy - su
anticuerpo‘especifico, especiaimenfe de le clase IgG.

El sistema del_‘complemento es activado, tausandoc una
infiltraciﬂn local por neutréfilos, lbs cualés a su vez liberan
’eﬁzimas Que'daﬁan'feji&os (figura &). . ‘

Los anficuerpos y los antigenos frecuentemente 'intéractﬁah'
perivascularmente, ocasionando  una VQasculitis como en la
‘enfermedad del  suero. - Una 'vasculitis  necrética inducida
'exﬁeriméhtalﬁente en la piel, se conoce como una"reatcidn de

Arthus.

provocar ‘una reaccién parecida a la de tipo 3, asi como también
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la inhalacidn de grandes cantidades'de polvo organico lo que
provoca una alveolitis alérgica extrinseca. Estas reacciones no
cumplen todos los crﬁterios de una reaccion de tipo 3 y son. por
lo tanto conocidas como reacciones parecidas a tipo 3.
Las.réaccibnes de tipo 3 en la pielvy por medio de conductos
de aire causanvsintomas alrededor de 4 a 6 horas después. de . la
exposicidén al antigeno, por 1o que se 'conocen también como

reacciones tardias.

_27



Fl éntfgeno en la membrana celular
reacciona con un anticuerpo de IgG

) de IgM circulante,

Activacién del Sistema del Comple-

mento,
"~ 3
.//f“'\\
AN o
‘ ( } "~ Lieis de la c€lula (eritrocito).

o

: FiguraS Reaccifn de Tipo 2. Citotéxica, -
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~ Formacidén de complejos inmunes
entre el antfgeno y el anticuerpo
IgG.

Activacidn del Sistema del Cdmplg

mento.
Liberacién de factoresiquimotécticos.

Neutrofilia local.

Liberacién de enzimas lisosomales.

" Dafic de téjidoe;

B Figura 6. Reacci6n de Tipo 3. Complejo-inﬁune.”,‘ )
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Esta es‘ la clésica reaccioén retardada en la cual los
sintomas‘aparecen deépués de 24 a 48 horgs de la exposicibn al
antigeno.

Los linfocitﬁs T tienen estructuras‘ similares a . los
anticuerpos en su membrana célular, los cuales son capaces .de
reconocer y de reaccionar con el antigeno . Cuando el antigeno
es parte de una ;élula, la reaccién inmune provoca la lisis de la
célula. Los linfocitos 7T sensibilizados actuan también por 1la
liberéciOn de linfocinas, las cuales activan y movilizan
a células no sensibilizadas para destruir al antigeno (figufa 7).

Por sUs efectos bioldgicos sabre otras éélulas
inflamatorias se han demostrado. y caracterizado mds de 20
linfocinas diferentes y algunas han sido también’ definidas
‘quimicamente.

En'eifedemafde contacfo aléfgico; ﬁna sustancia no propia de_
bajo peso mdlecular, tal como el ntiel, se une a-una ,pfdtein%>”
pfoﬁia eh la piel. Un comﬁlejo de la sustancia de bajo pesbt’
molécular s el Héptend yvla‘prdteina $Earreadof§‘; es re&onccidn
como ho propio por el ]éﬁstéma ‘inmune celular . ei cuél es
estimulado. Las células en la piel, que contienen al  complejo
hapténo—acérreador, son células blénco en una reaccidn dé‘tipo 4,
lag cuales originan la inflamacién y el edema.

El sistema inmune humoral también puede ser estimulado por

un complejo hapteno-acarreador, como por ejemplo el formado entre
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Un linfocito sensibilizado
reacciona con un antigeno en

una cflula blanco.

La cé€lula blanco es destruida .
por el linfocito "asesino" y por
células activadas por linfocinas. '

o T.Eigpfa'7. ReacciGh:détTipo‘4.;Inmuné;Ceiula;;’ﬂ}

3l



proteinas del suero y una droga o compuesto quimico utiliiado
experimental o industrialmente,

Las manifestaciones producidgs por la reaccidn anafildctica
de tjpo 1, tienen una gran importancia clinica por la
sintomatologia gue presentan agquellas bersoﬁas que padecen dé
reacciones QE hibersensibilidad del tipo 1 y que las lleva
a situaciones bastante incémodas y molesfas. '

Es por ésto que a principios de la década de 1970 en
distintas par£95 del mundo se empezd a estudiar el mecanismo pbr
el cual interactuan la molécula de IgE y su receptor celular.

Actualmente se han hecho varios avances, incluso a nivel
molecular, de algunos de los mecanismos que se realizan durante
la interaccion de la IgE con su feceptof celular, empleéqdose'

para este objetivo diferentes metodologias.

Anteé de entrar a revisar estas metodologias es necesario
conocer primeramente las regiones Fab, F(ab’)z y Fc de la

molécula de 10E, Estas reqiones se ilustran en la figura 8.
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F lgura 8. Diagrama en el que se muestran las regwnes
- Fab, F(ab")2 Yy fe de una mmecuna de nmmmgicn— ;
bullna. ‘ :
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3.5 ASPECTOS KISTORICOS RECIENTES:

Stanworth vy colaboradores - (3) generaron fragmentos
protebliticos (Féb, .F(ab’)g, Fc) a partir de la digestidén de lq
molécula de IgE con papaina.

Los ‘autores primeramente probaron la inh{bicién competitiva
de la reaccién de Prausnitz-Kistner (P-K) dg los fragmentos
obtenidos y encontraron.que s6lo el fragmento Fc tenia, al igual
que la IgE intacta, la propiedad de inhibir la reaccién de P-K en
lﬁs sujetos experimentales. ‘

En un seéundo experimento, 1los autores inyectaron a los
- sujetos experimentales con los %ragmentos pbtenidos y con IgE
intacta, 24 horas antes de ‘realizar 'laA prueba de P-K vy
encontraron nuevamente que el fragmentD.FC'inhibié la reaccién.

En este caso los resultados de los autores indicaron que los
fragmentos Fab vy F(gb’)n no tienen la capacidad de inhibir 'lé
reaccién de P-K en tanto que elffragmento Fc 5§ la presen£a~ Yy
ademads que por medio de esta regién se reéliza ia uni én dé»la IgE
can. el receptor'celular.' | ’

Ishizaka y'dolaﬁbradores (6) tambieén generakon'fraghentos
broteoliticos‘ (Fab, ’F(ab’)g; Fe) por la dige;fién . de la
" molécula de' IgE con pepsina 0 con papaina.

Los 'éu{bres probaron la acti?idad- biolégica de "los
fragmentos Vpor medio de una sensibilizacidn pasiva de la piel de
monos, Yy encontraron que el fragmento Fc tenia la propiedad qe

inhibir la sensibilizacidén, vy gue esta inhibicidén era comparablé
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a la de la IgE sin digerir.

Los gutores también probaron la actividad bioldgica de los
fragmentos que obtuvieron empleando para este caso la reaccion de
P~K en humanos., y también encontraron que el fragmento Fo inhibia
la reaccidén casi al igual que la IgE sin digerir. .

Estos resulﬁados confirmaron los reportados' por -Stanworth
y colaboradores (35) de que los fragmentos Fab y F(ab?)z npo
inhiben 1la reaccidn de P-K, en ténto que el fragmeﬁtn Fc ﬁﬁ
presenta esta propiedad. .

Ademds, los autores japoneses estudiaron tambiéﬁ el efécto
que tiene la- agregacién de la IgE vy de los fragmentos Fc sobre
la liberacién de histamina y de  sustancias de reaccidn lenta de
anafilaxis (SRS-A) . én leucocitos. Observaron qﬁe cuando unian
mondmeros de IgE n de fragmentos Fc a los leucocitos, habia una
1ibefacién muy pegueia de histamina'y de SRS-A.

Por otroc lado al unir agregados de IgE o de los fragmentos
Fc, se produciavrun aumento én{la' liberacihn de histamina 'y de
SRS~A por parte de los leucociteos. V | ‘

:5Estbs ‘rESu;tédos‘ éugieren .que la liberacién de - los
mediédofes quimicos pbrl pérte de lbs ‘leucocitos 'duranie* las
' réa;ciones de ‘hipersensibilidad de fipo 1 se 'realiza~nu’por la
'fqrhacién.délkccmplejo IgE-receptor, sino por la agregaéion de
los complejos antigeno-IgE-receptor. ' o

Ishizaks e Ishizaka (7) han propussto Qna h;potésis
denominada por ellos como "hipdtesis de puentes" bara tratar de

euplicar los resultados anteriores.

o
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Emplearon un anticuerpo anti-IgE asi como los fragmentbs
Eab y Flab’)z de dicho anticuerpo y encontraron que el fragmento
F(ab’)z inducia 1la formacion de un eritéma en la -piel de
individuos sanos y de individuos atdpicos, asi como la liberacidn
de histamina a part;r de leucocitos humanos  y de histamina: Yy
SRS—~A de células cebadas.a partir de tejidos pulm?nares de ﬁono.

qu autores observaron que cuantitativamente la habilidad de
los fragmentos F(ab®)x para inducir reaccicnes fué compérabie4coﬁ
la habilidad del anticuerpo sin digerir.

Ademds los autores observaron gue los fragmentos monoméricos
monovalentes Fab no indujeron ningdn tipo de reaccién.

Otra evidencia que apoya la hipdtesis de los puentes fué
obtenida a partir de los estudios de los complejos antigeno—
anticuerpo por parte de los mismos autores.

Ellos aﬁadierog el antigeno de ambrosia en preparaciones de
IgE, ~1gh o IgA y, una vez formados los compiejos anEigeno—
anticuerpo, los inyectaron en la piel de individuos sanos by‘
observaron que s6lp los complejos IgE—antigeno indujeron eritemés
en’. la piel de los sujétos. k

El andlisis de estps agregados mélecula?as Bemostré gque los
complejos formados - por una molécula de IgE y dos moléculas de
antigeno, no provocaron reacciones en la piel de los sujetos,
en t#nto que les complejos que contenian dos o mas mol éculas de
IgE si lo hacian. Estos héllazgos sugierieron la posibilidad de

que las moléculas de IgE M"acercadas" por el antigeno podian
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interactuar unas convotras, y que la interaccién IgE-Igk podia
estar involucrada en 1a induccién de la actividad biocldgica.

- La hipétesis fué apoyada por el hecho de que los agregados
no especificos de IgE tenianvla misma actividad que los complejos
IgE-antigeno. La inyeccidén intracutdnea de la IgE agregada o de
los fragmentos Ec agregados indujeron la formacién de eritemas, y
la incubacidén de estos agregados con leucocitos humanos provocd
la liberacidn de histamina

For otro lado, ni la IgE monomeérica o los fragmentos Fq
monoméricos, ni los fragmentos F(ab’)=z agregados indujeron tales
_ reacciones.

Estos hallazgos sugirieron la posibilidad de que la
interaccidn .entre la regidn Fc de las moléculas de IgE podria
estar involucrada en 1la activacidn de una sécuenéia de enzimas
que provocaran la liberacion de los mediadores quimicos.

Actualmente  se sabe que para~ que se ‘lleve a c#bo ;a
liberacién de los mediadores quimicos por parte de las células
cebadas v/o  de baséfilos, se requiere de la agregacién de 105,
'camplgjos IgE—feéeptor,‘ como  lo  demostré el trabajo‘ de
Fewtrell y Metzger (8) en el que los autores observaron gque los
dimeros de IgE fueron menos efectivos que los trimeros vy
. oligdmeros para activar la liberacién de los mediadores quihicos
de células basofilicas leucémicas de rata.

En 1983 Metzger (9) y colaboradores presentaron un  modelo

" para el receptor celular con alta afinidad por la IgE. El modelo



consiste de un tetrdmero constituido por una cadena «, la cual
contiene el sitio de unién para la IgE, una cadena § vy dos
tadenas idénticas 7 unidas por un enlace (5-5) como se aprecia en
la figura 9.

En la tabla 3 se muestran las propiedades qe las subunidadeé

del receptor celular para la IgE (Tomada de la referencia 12},



‘Figura 9,

Modelo del receptor celular propuesto por
Metzger y colaboradores (9}, que consiste
de una cadena ¢ (45 kDa) que conticne el
‘sitic de unién para la IgE, una cadena @
(32 kDa) y dos cadenas idénticas vV (9 kDa)
unidas por un enlace.disulfuroc (5-5). '

39



TARLA 3

PROPIEDADES

Mol /mol de receptor

Peso molecular (kDa)

Propiedades de Mafcaje
Extrinsecas A_ o
Superficie
Células intactas, Vesiculas
Vesiculas lisadas
Glucopsamina
Fésfora
Acidos grasos

Composicién

Carbohidratoé (peso %)

Aminoacidos {(mal 1)
‘R&sicos (Lis, Arg. His)

’ Qcidbs (Glu, Asp)
Hidrofilicos (Ser, Thr)
Hidrofébiﬁos (Val, Lew, Ile@)
Aromdticos (Tir, Phe, Trp)
Otros

Cis
et

6li, Ala, Pro

PROPIEDADES DE LAS SURUNIDADES DEL RECEFTOR FARA

LA IgE
SUBUNIDAD
L 6] ' T
1 1 2
a5 32 9
+ - -~
- + +
3 - -
- + +
+ + +
30 - =
14,6 11.2 15.7
20.7 20.9 20.7
16,1 19.4 12.3
22.7 23.6 26.1
14,3 8.3 B.0
2,36 2.05 1,92
f.08 1.30 0.00
14.00 18. 60 17.10



La estrategia general gue han seguido 1los investigadores
involucrados en el estudio de las reaccidnes de hipersensibilidad
de tipo 1, es la de identificar y determinar el sitio en la IgE
con el cual interactda el receptor celular. El conocimiento
preciso de esta region seria Gtil en la construccion de péptidos
u otras moléculas que pudieran inhibir 1la unidén de la IgE con
el receptor celular, para evitar de esta manera que se lleven a
cabo todas .las mani festaciones clinicﬁs de las reacciones
de hipersensibilidad de tipo 1, que padecen aquellas personas que
sufren de problemas de alergias.

Una de_ las estrategias para tratar de identificar las
régiones en la IgE con las que se une‘el receptor celular es la
de emplear anticuerpos monoclonales.

Baniyash y colaboradores (10 y 11) han descrito un
’ antiéuerpo monoclonal,vel QL;Q, que - se  une a 1a porcisn Fc de 1la
IéE de ratén y que 'tiene algunas propiedades interésantes:
el anticuerpo bloquea la unidén de 1; IgE ~a ceélulas basafilicas
leucémicas de rata pérp solo parcialmente, de 55 a 60 % (10). Sin
embargo, este anticuerpo reacciona con la IgE unida' a las
células, aunque con menor grado que la IgE que no esta unida.

Cuando los fragmentos Fabbdel antiduérpo anti-IgE - fueron
preparadoé y la estequiometria de su unién probada, Baniyash‘ Yy
colaboradores (11) estimaron gque se unen 3 moles de Fab pﬁr- mol
de IgE en sclucién y <=olo 2 moles por mol cuando la IgE esta

unida a la celula.

Metfger Yy colaboradores (12) sugieren que se puede tratar
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de dos pares de epitopes, es decir, 4 sitios en la moleécula de
‘antigeno que estos anticuerpos reconocen.

Si los anticuerpos se unen a sitios de un lugar A pfimero,
eéto inhibe la uniéﬁ de anticuerpos en un lugar B, pero no inhibe
la unién de la IgE en 1la célula. Contrariamenté, aquellas
moléculas de IgE a las cuales se une el anti&gerpo primero en el
lugar B, son inhibidas para unirse al recepfor celular y tienen
una reducida‘capacidad para interactuar con los anticuerpos en el
lugar A. Eétu ﬁuede explicar la inhibicién parcial de uniaﬁ, un
fendmeno basado en un evento estocasficu, mads que en la
heterogeneidad de receptores, éomo Baniyash vy colaboradores
proponen (10).

La propuesta de Metzger vy colaboradores puede también
explicar el decremento en la uniép de los an{icuerpos a la IgE
unida a‘la célula. Los sitips é antes mencionado%, .ho estan
disponibles en la IgE unida a la celula, en tanto que ei sitio
A  puede reéccipnar con los anticuerpés.

Las diferencias en‘la(radiatfividad de ia‘IgE'libfé y de 1la
unida allas‘Célulaé y 1a'aparéﬁta discrepanﬁia‘en,la obéefva;ién
de que el anticuerpo puede inhibir la unidén, pero que puede
keactionar  con la 1gE - unida a células, puede tahbién ser
expli;ada por: cambios en la conformacién de la IgE cuando esta
unida a las células.

Ishizaka e Ishizaka (7) propusieroﬁ gue probablemente los
puentes‘que forman las moléculas de IgE unidas al re&eptor

celular por un antigeno divaleﬁte o por un anticuerpo anti—IgE,
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permitanb que se formen puentes entre las moléculas de los
receptores y que esta interaccion posiblemente ‘induce la
activaciéri de enzimas asociadas con la  membrana celular.

Si este fuersa el caso, se podria esperar que hubiera una
liberacién de histamina por parte de .las células sin que hubiera
una participacidn de la IgE unida al receptor celular.

Para probar’ esta hipdtesis los autores emplearon Ln
anticuerpo anti-receptor (anti-r). ;

Un hallazgo importante fué gque la unidn de anti—r con el
receptor se inhibia si la sqperficie de las células se  saturaba
con '=23]-IgE.

Los experimentos posteriores demostraron que los = fragmentos
F{ab’)a de los anticuerpos anti-r inducian tanto reacciones en la
piel de ratas normales, como la liberacieén kde h;stgmina en
células cebadas, en tanto gue los fragmentoé’monoméricqs Fab no
produjeron ninguna de estas_ reacciones. Los autorés observaron

que los fragmentos Fab ihhibieron la unidn' de-la I*23-]gE con

el receptor celular in vitro Ada&as, de. gue una inyécéion
intracutdnea del fragménto blﬁquéaba la senSiﬁilizacidn pasiva~énv
la piel de ratas normales coh IgE. |

Estos resultados sugieren que la formacién de puentes -ént?e
las moleéculas de 'los receptores originados por la qni¢n de
anti:uerpos anti~-r divalentes provoca la liberacidn de histamina,
pero que la unidn de anticuerpos monovalentes no es suficiente

para provocar la liberacién de histamina (figura 10).

Los autores concluyen con base en los -resultados obtenidos
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‘(o). (e)
. . ANTI-1gE
ANTI- RECEFTOR 13

Figura 10. Modelo de los mecanismos de liberacidn de
histamina (HR+), propuesto por Ishizaka e
Ishizaka (7).

(a) Liberacidn de histamina por el anticuerpo
anti-receptor (anti-r).
(b) Liberacién de histamina por el fragmento.
F{ab”), = de snci-r,
- {e) No libéracién de histamina por los frag-
- mentos Fab'de anti-r.
~(d) Liberacifn de histamina por el anticuer-
" po.anti-Fab de anti-r (ANTI-RGG). :
(e) Liberacién de histamina por el anticuer-
' po anti-IgE. S , :



conllos anticuerpos anti-r, gque la formacion de puentes entre
lasv mol éculas de los receptores provoca la 1iberac16n de
histamina por parte de las células -sin la participacion de 1a
‘IgE, y que la formacidén de puentes entre las moléculas de
los receptores, que eqguivale a la polimeriza&ién de la  IgE, "’
es responsable de la activacién de enzimas asociadas con la
membrana; las cuales a su vez, son las responsables de la
libe;acién de histamina.

Un problema en esta linea de investigacién ha sido la
imposibilidad para obtener pequeiros fragmentos de IgE que sean
activos.

Hamburger (13) sintetizd un pentapéptido que 'tehia‘ la
capa;idad para inhibir la unioén de la 1IgE a células cebadas o
a células basofilicas. Este pentapéptido cdrresponde a una
secueﬁcia cn el - dominio C.é, el cual se a visto. que no
interviene en 1la unidn de’ la IgE con el receptor‘éelﬁlar
(192 a 21). ‘ ‘

| También sé‘ han hecho intentos con ips genes; en. cuya
secuencia se encuénﬁfa éddificédafla informacidn;de la feglgniFdé‘
para tratar de determinar el sitio en 1la IgE qué»interacthévcnn
el receptor 'célular. Kenten Y colaboradoresA (14) vy  Liu Y
colaboradores (13), han introducido  p1a5midos en bacﬁerias que
llevan un inserto del acido desoxirribonucleico complementario
(CADN) que codifica para la region Fc de la cadena épsilon
humana . Estos produjeron  fragmentos Fc sin .glucosilar-’que se

unieron a células cebadas humanas o a baséfilos.

- 45



Los resultados anteriores confirmaron los datos de Kulczycki
y colaboradores (16) de que los carbohidratos no contribuyen
de manera importante en la unidn de-la IgE con su receptor.

£1 fragmento aiﬁlado por Liu y colaboradores (138) no tiene
el tercio amino términal de la regién Cq2, lo que sugiefe que
esta regidén no es necesaria.

Tanto el grupo de Kenten ﬁomo el de Liu consideran que ahora
puade ser posible hacer muta&iones gjtio—especificas y estudiar
su posible efecto sobre 1la uﬁian dé la IgE con su receptor
celular.. Tales mutacienes, sin embargo, pueden cambiar 1la
sensibilidad debido a las condiciones desnaturalizantes usadas
para preparar el material. Esto puede representar una dificultad
para establecer si la pérdida de actividad se debe a estos
efgctos o'si se debe a alteraciones en los sitios de unidh.’

’Geha y colaboradores (17) también. sintetizaron el fragménto
C¢2—4 en. E. coli y observaron que est® fragmento tiene la
propiedaﬁ de inhibir lé reaccion de P-K,es decir, este fragmento
compite ’efectivamente’ con la IgE del éuerd por elyrécéptor
: celuiak. ‘ v o

Para corroborar sus resultadSS lps autores ﬁbmpararon lé
duracidn de la inhibicidn de la reaccidén de P-K para el fragmento
Ce2—-4 con respecto dé la IgE del miéloma PS5, y encontraron due a
una concentracién de 10-7 M, la duracidén en la inhibicion fué &e
12 y 14 dias respectivamente, en tanto que a una concentracioén de‘
10== M fue de 17 y 21 dias respectivamente 10 que en ambos casos

no 25 una diferencia significativa.
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Otro dato interesante encontrado por los mismos:'athres es
el hecho de que a una concentracidn molar en exceso de 200
‘'veces molar del fragmento Ce2-4 innibe a la IgE del suero para
unirse al receptor celular en un 90 % in vive, en tanto que

para una concentracioén molar de 100 veces en exceso del fragmento

Ce2-4 inhibe a 1a IgE (PS) en un B0 % in vitro. En estos

comparable.

Coleman y colaboradores (1B) clonaron en E. coli el gen que
codifica para 1la regién Fc de 1la IgE correspondiente a  los
dominios Ce2-Ca4 y encontraron que el producto bacteriano
inhibe la sensibilizacidn antigeno espécifica de células ceﬁadas
humanas ipn vitro. 7

Lbos autores observaron que el f;agmehto Fce tiene una
capacidad inhibitoria del 20 %4 con respecto de la. IgE nativa.

Ellos concluyen due el fragmento Fce posee  la ‘fungiOn
iphibitoria intacta, como lo demuéstra‘ su- capacidéd ’paré'
bloquear la sensibilizacién de células 'deBadas’ thénas
dependiente de 1a IgE. | | .

. Estos kesultados complementan vy amplian los reporta&dS» pur
Geha vy colabofadores (177, demostraﬁdo. que un fragmentof Fca
sintetizado en E. ¢oli inhibe la sensibilizacién pasiva  de

Helm Vi daléboradores (19) sintetizaron pequeﬁos frégmehtos

del gen que codifica para la cadena-¢ en E. coli y probaron la
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capacidad de cada uno para inhibir la sensibilizacion de células

cebadas por . anticuerpos de IgE in vivo y para inhibir la

Los fragmentos obtenidos por los autores son los siguientes:

 ‘>FRAGNENTD "  SECUENCIA DE = FORMACION DE DIMEROS (D)
© AMINDACIDOS | 0 MONGMERGS ()
E2-4 (aa 218-547) D
g2-3  (aa 219-439) oo
E4 - (aa 440-547) ' D
E2 | L (aa 218-338&8) M
E3-4 . : (aa 340-547) ‘.;x. ~"ﬁ/nz o
. E27-4 . (aa 301-547) : '4{5,- ;~Z'nxf57’l:
y 2030 ~ (aa 301-376) ) M

 (figura 11).
La inhibicién de la reaccion de anafilaxis pasivév‘;uténea
(APC) enfla piel de humanos; fué empleada por los autdreé' para

probar 'la ,actividad biolé6gica de los péptidos generadqs en .E._V

Los autores emplearon un 5uéro que contenia IgE tont?a
éhtigenos de‘ambfosia par§ sensibilizar sitios en la piel'de .un
‘sujeto sano. 48 horas después ihchtaron el antigeﬂb.‘en los
sitios determinados en ia piel del éujetb.

En los experimentos preiiminares, una inyeccion  previa con

IgE o con los fragmentos E2-4, E2’-4, EZ-3 0 E2°-3’ bloques
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o —55— o |
I—SE-I '—SS-I rSS-l rSﬁ- o I—SS-
v om |t | e | e

E9-4 (a3 218-547)

E2-3 {aa 219-439)
E4  (aa 440-547)

E2  (aa 218-336) P

E3-4 (aa 340-347) |

- E2'-4 (aa 301-547) o
E2'-3" (aa 301-376) i E——

s Flnura 11, Franmentos de la renlnn Ft epsulon
snntetlzados en E. COII
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completamente la AFC.

Los autores observaron que el fragﬁento E2° -3 iuvd un 30 %
de efectividad con respecto de la IQE.

Los autores también midieron la duracién del efecto del
fragmento E27-37 para inhibir la APC.después.de su inyeccién en
la piel normal, vy observaron que el efecto duré de 9 a 14 dias.

El resultado fué favorable,fya que el efécto de la IgE fué
de 14 y 19 dias« |

En este trabajo también se obéervé qﬁe ei fragmento E2*>-3’
retiene la activacidn de las células Blanco, que es una actividad
caracteristica de 1a IgE nativa. A

Los autores ‘concluyen que la secuencia Gln 301-frg 376
(fragmento E2°-3%) es suficiente para unirse con alta afinidad
al receptor celular en células cebadas o basdéfilos, en tanto que
las secuencias Bln 301-vVal 334 (contenida en E2) y~Leu»340—Arg
376 (contenida en E3-4) son inactivas.

Los;autores,también concluyen que los dimeros dg Iafcadena~€
no son ’uné *;ondi;ibn"necesaria para gue haya unién con el
feceptor celulér puesta qué elkfrégmento EZ’—;i fuq.uq mnthero
durante todas las condicj0nes-prnbédaSu U

.Lds rés&ltados‘ obﬁgnidds ﬁorylog autdrés‘éuéiefen ;quei el
sitio envjla ;gE gque interactia con iel réceptur celular se
encuentra cerca o en la unién de'lés dominios Cc2-Cc3 porque los
resultados demostraron que el ffagmentu g2>~-37 (dué corresponde. a
esta regidén, (ver figura 11) se une con alta‘afinid;d al receptor

celular, tiene 1a capécidad de bloquear la reaccidon de APC con



s

una duracién de 2 a 14 dias {(que se compara favorablemente con el
peridédo de la IgE que fué de 14 vy 19 dias), y ademas este

fragmento retiene la activacidn de las células blanco (células

‘cebadas y/o célUlas basofilicas).

Gtra manera de abordar el problema fué  iniciada por

Dorrington. vy Bennich (20}, - quienes indujeron cambios

estructurales en la IgE por calentamiento, y observaron que la
capacidad de la molécula para unirse a la membrana de células
basofilicas o de células cebadas disming{a al calentar la IgE
a 56°C. Estos- efectos eran parcialmente reversibles cuando
enfriaban lg molécula a 25°9C.

Los autores observaron una transicién irreversible en 1la
regioﬁ Fc de la IgE, de la cu31  se sabe posee el sitio
citofilico. '

" Los actores concluyeron que el primer dominic Ce2  no es

afectado por el tratamiento por calor y que no participa en

reacciones citotrépicas, es probable que la actividad citotrépica

corrasponda a los dominios Cg3 y Ca4 vy ademas gue es én;ésta
region dondevse presentan las estructuras termolabiles. -

Dorrington y Bennich correlacionaron también la inactivacién
g N . o ‘ ;

de unién de la IgE humana con los cambios irreversibles inducidos

por desnaturalizantes (21) y concluyeron que los dominios L¢3 vy
Csd —particulafmente el primero- estan invoiucradas.

Tambiéh  se han hecho estudios fisicoquimicos como los
practicados por Holowka y Baird y sus colegas (22 a ZS)rben los

cuales ellos emplean técnicas de transferencia de energia para
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probar la interacciéen de 1la IgE con el receptor celular en
células o en vesiculas de membrana. Ellos insertan sondas
aceptoras dentro de la bicapa via apéndices hidrofdébicos vy
miden el apagamiento de las. . sondas donadaﬁas fluorescentes
atacadas quimicamente por varins sitios 'ven' la ;gE; o en
anticuerpos para IgE vy ”hapteno fluorescente‘en los sitios de
combinacioén.

También se midié la transferencia de energia entre sondas en
anticuerpos que se unen en o cerca -del domonio Cql y algunas
veces en 21 dominio Ce3 o0 Ce4 (23). Los datos de apagamiento
pueden ser interpretados para proporcionar una distancia promedio
entre el dnﬁadbr Yy el aceptor con una‘ exactitud estimada
de =% 20 2., Esfés resul tados propnrciénan s6lo  informacion
indirecta y requieren un largo andlisis interpratativo.

iLos autores concluyen que la.lgE,ée une sélo en un lade de
la regidn FE y emplea la interfase de los dominios C‘2-C¢3;
| Es también 'sorprendente‘ el hecho de que no  hay cambios
sustanciales en la flexibilidad de la 1gk cuanddw.esta:selkune.al
Eéceptor'ceiulér (27).

B Es necésariq réalizar»més estudios'para‘confirmahvel mbdelo
de Holowka y colaboradores. Sin embargo,. esto es consistente
con la observacién de qﬁe ocurren interacciones apartadas del
punto-distal de la regidn Fc y que las porciones terminales no
estan totalmente excluidas de la interaccién con enzimas (28)
] antiéuerpos (24).

Ferez—-Montfort y Metiger (28) realizaron estudios. de
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digestidén de ia molécula de IgE de rata y. de ratdn con tripsin
en ausencia y en presencia de su receptor celular, encontrando dL

1a preseﬁcia del receptor celular disminuyd {(pero no inhibié
lé digestion de los sitios que suponen estdn entre Ce3-Ce.
y Ce3-Ce? en el caso de 1a IgE de ratén, o para Cu3 y entr.
Ce3—-Cs2 para la IgE de rata.

Estos resultados sugieren una regidn cercana a-1la unién de
los dominios Ce2-Ca3 vde cada cadena 4psilon que interactda con
el receptor celular.

Prevost Y colaboradores- (29) obtuvieron fragmentos

proteoliticos a partir de la digestidén por corto fiempo de 1a IgkE
| de rata. ' |

Los fragmentos obtenidbs‘por los autorés fueron el fragmento
Ftab’)z y el dominio Ce4. Este dltimo como ‘resuitado de una
digestian asimétrica de lé IgE en la'cuai seldigirié el dominio
Ca3 de uné de las cadenas pesadas.

| Donf los fraémentos F(ab’)a y Ca4 pufi{icadbs, ics- autores
 estudiaron Ios’dominiDS‘de la'reéidh FCa qué}iﬁfékactﬁah‘qon - el
‘réceptor‘celular en células cebadas de rata. ' '

Los autores 'estudﬁarnn‘,la unidn de‘ estos fragmentos a
céiuiés ceb;das y encontraran‘que‘ningunb de estos fragmento$~fué
capaz de inhibir la unién de= la IgE al receptor celular.

Estps'resultados indicaran que ni el dominia Cc2 ni el Cq4
de la region Fce se unen solos al receptor para la IgE,
sugiriendo que el papel predominante sea para el dnminia Ce3,

pero no excluyen 1a participacidn del dominio Ce2 O del Ce4 con
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el sitio de unidn.

Los  autores emplearon también un anticuerpo monoclonal
denominadd NARE—I y encontraron que éste inhibe en un 35 % la
unidén de la IgE conAel receptor celular, ademas de que reacciona
con la IgE perc no reconocce al fragmento F(ab’)g ni al dominio
Ce4 por lo que consideran que el sitio que reconoce MARE-1 esté
probablementé lo;alizado en el dominio Ce3-

A pesar de éstos resultaﬁos, lps autores no indican‘el siﬁio
exacto en la IgE con el cual interactda el receptdr celular.

Cada uno de los intentos descritos hasta ahora proporcionan
resultados que son dificiles de interpretar inEquivncamente, por,
lo 'que‘ es  apropiado considerar otras estrategias.. Una‘ es
comparar las secuencias de la IgE de diferentes especies y con
secuencias de otros isoﬁipos de inmunoglobulinas.

Déda~ la reactividad parcial‘dé ia IgE de ratan y de humano
con los carrespondientes. receptores he%efﬁlogos es dificii
establecer los‘objetivps. Algo hotable es gue la porcion menos
divérgenté de' laslchenas épsilon da ;atén y de humang es . en el
dominio Ced4 (30) —-gue g5 una regidn . éue estd implicada ‘con‘ una
extension mehor que el dominio Ce3. A

Parece pfébable que el analisis combarativo de las
secuencias puede proporcionar mejores bases para decidir sobre
cudl mutacion sitio-especifica pusde ser mas Gtil el enfoque.

Metzger (31) sugieré ung  propuesta alternativa que
justifique la explaoracidén en dsta area: (a) uso de reactives de

entrecruzamiento y (b) modificacien de la IQE en ausencia y en
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presencia del receptor celular.
Nuestro trabajo sigue la segunda proposicidén, que es la de .

modificar la igE 2N ausenclia y en presendia delrrecéptor celular.

S.b OBJETIVO,

El objetivo de’ nuesérc trabajo es el de Identificar los
" péptidos del sitio de la IgE que estan proteéidos de 1la
iodinacion por su receptor celular.

Dado dque ninquna de las estrategias antes mencionadas ha
aportado resultados claros 'aéerca de sitio en la IgE que
interactia 'con el :recebtor celular, nosotros, siguiendo la
sugerencia by de Metzger 7(31), empleamps una estrategia
distinta para tratar de identificar elvsitio en la IgE gque
‘interactua con el receptor celular, y que en términos generales
consiste zn lo ﬁiguiente: :

. Primeramente = marcamos radicactivamente la lgE cdn 1231 en
ausencia. y en preéen:ia de su'receptor celular, posteriormente se
~sometio la ?2=I—IgE' en aqsenéia Y en presencia. del receptor
céldlar a una digestién proteslitica con’quimatripskna o con
tripsina para cada caso. Los péptidos resultantes en cada caso se
analizaron bidimensionalmente.

For medio de esta estrategia nosotros esperamos aportar
datos mas pr;cisos acerca del sitio en la IgE que interactda con
el receptor celular.

La eietodologia empleada para la realizacion de este trabajo

es la siguiente.



4  MATERIALES Y METODOS.
4.1 INMUNDGLOBULINA E (IgE).

. Se utilizd' Igé ‘monoclonal HJ-DNP-E—Z&.BZ de . ratén 'coh

actividad anti-dinitrofenol obsequiada por el Dr; Henry Meﬁzger.
Para la obtencidn'de la IgE monoclonal HI-DNP-€-26.82 de
ratén con actividad anti-dinitrofenol a partir del liquido de
ascitis de ratones de ia cepa CAFy, se sigue ia técnica descrita
por Holowka y ﬁetzger - {32)y que en términos generales consiéte
en lp siguiente: se centri?uga el liquido de: ascitis duraﬁte 30
minutos a 49,200 x g, se recupera el sobrenadante vy se filﬁra
en frio a través de fibra de vidrio; se precipita con una
. solucidn de sulfato de amonio ((NHa)z S0.) al 30 % de saturacidn

~toda la noche a 4°C...
Déspués sé centrifugé la solucion 30 minutos a 12,100 ®oog, se
déécarta el brecipitado y el sobrenadante se vuelve a -precipitar
con una solucién de (NHq)g,Soq al'SS % de saturacidn toda fé
noche a 4oC, Después, se céntrifuga 30 minutos 3112,000 % g
y se descarta el sobrenadan£e en ténto que el précipjtado
se resuspende én solucién amortiguadora. de boratos salina pH 8
{SAES) (HxBOx 0.2 M, NaCl 6.16 M) (aprozimadamente 1 ml por cada
2 ml del volumen del liquido de ascitis’crigﬁnal). Esto_sé aplica
a Uuna columna de Q—N—trinitro{enil~lisi;a con jugado a Biogel
A 0.5 m con Bromuro de Cianogeno (CNBr).

La columna se lava con SABS y después se eluye el

anticuerpo con dinitrofenil-glicina ©.02 M.
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El eluido 'se dializa 2 veces contra 10 volumenes de p-
nitrofenol 0.01 M vy una vez contra SAES.
El hapteno libre se elimina con una columna de cromatografia

de Dowex—1 en SABS a 40°C.

4.2 PREPARACION DEL ANTISUERO ANTI-IgE- EN CONEJO Y

PRECIPITACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS.

Para producir los anticuerpos anti-IgE, se hizo una primera
inmunizacidn intramuscular en dos sitios diférentes en un. conejo
hembra, con aproximadamente 60 pg de IgE de rata.

La inyeccidn para realizar la inmunizacion. contenia 0.3 ml
de la solucién de IgE, lalcual se emulsificd .con Q.3 ml de
adyuvante completo de Freund (ACF),

La seguhda inmunizacion se hizd porf;ia intraperifoneaL
después de'17 dias. En esta oﬁasién, se émplearon aproxiﬁadamente
100 pg de IQE de ratén en i al de amortiguador’défqufatas salino
(PES) pH 7.4. | | '

| La tercera inmunizacion, también‘ intraperitoneal, se --hizop
después de 27 dias, empleandose para ello.aproximadamente 1007
pg de IgE de rata en 1 ml. '

‘Una semana después de la Wltima inmunizacién se. sangrd
a bhlanco el conejo, aobteniéndose 125 ml de sangre.‘

Se separd el suero hasta lograr recuperar un voltmen  final
aprokimado de 60 ml. A este voliumen de suero se le agregdé medio

velumen (30 ml) de (NHa)=z S04, pH 7.4 al 100 % de  saturacién,
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obteniéndose una SAturacién final del 33 %. Se ajusté el pH a
7.4 con NaOH 1 My se dejd 1| hora a temperatura ambiente con
agitaciéon lenta.

PoSterinrmenté, se ~centrifugéd a 12,100 =x é durante 1S5
minutos, se descartd el sobrenadante y el precipitado se disleio
con “PBS en . el vox&men original del' suero. ‘Después se
yolvio a 'agreggr ‘medio volumen de (NHi)a 504; se ajuste el pH
a 7.4 con NaOH 1 M y se dejé | hora con agitaciéﬁ a temperatura
ambiente. .

| El procedimiento anterior se repitid dos veces mas.

Después de eéto, se disolvié el Gltimo precipitado en medio
vol imen de PBS y se dializé 4 veces contra 100 volumenes de FPES
para eliminar el (NHa)az SD‘.. A la solucidén dializada se le
determiné concentracien de proteina por el mét&do de Biuret y se
probé =u actividad por doble inmunodifusién (D.1.D.), como ' se
aprecia .eh la figura 12. 1 ' . \

‘,Eqétetiurmehte“ se  utilizo en losj'~experime@ﬁas~ tdmal

inhunégiobulinas anﬁi—IgE.
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= Figuf& 12,

Doble inmuno difusién utilizada para comprobar la

.actividad de la IgG de conejo dirigida contra la

IgE de rata, por medio de la aparicién de la ban-
da de precipitacién (flecha), formada por 1la in -~

teraccion antfgeno (IgE)-anticuerpo (IgG).
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4.3 CELULAS BASOFILICAS LEUCEMICAS DE RATA.

L.as células basofilicas leucémicas de rata de 1la sublinea
. 2H3, empleadas en el pfesente traﬁajo fuerdn obsequiadas por eli
Dr. Henrvaetzger.

Las celulas se manFuvieron en un cultivo de mono;ada segun
la técnica QEscriﬁa‘por Barsumian y colaboradores (33), con hedio
minimo esencial de Eagle (NEH) (In Vitro y Sigma) con una
solucidn balanceada de sales de Earle, suplementado con 20 %
de suero fetal de bovino decomplementado por calor (30 minutos
a 54°C) {Gibco), L-glutamina, S0 pg/ml; bicarbonato de sodio,
60 pg/ml; sulfato de gentamicina, 50 pg/ml (todos de Sigmal,

by agua bidestilada.

Las células se cultivarén en una incubadora Forma Scientific
con una atmésfera de S % de COx a 37°C en cajas de cultivo
(Costar)  de 25 cm= (aproximadahente 4.1 % 10% células por caja)
para preservar la  linea ceolular., Para  expearimentacion, las
células fueron transferidas a cajas de BO cm® (aproximadaméhte
13.1 » 10 células por. caja)l y‘ a t;ajasi de 175~ em=
(aproximadamente 29 % 104 células ~ por cajal. ‘Tantq la
transférencié comé la manutencion de las :élﬁlés'sé hicierdn en
forma estéril  segun el siguienté método, que es una versidén
ligeramente modificada del método descrito por Rivera (34).

Primeramente se decanta el medio de cultivo "viejo" de las
céjas de cultivo.l Después se aradierdn 5 ml de tkipsina—verseno

(sal tetrasddica de 4cido etilendiaminotetraceéetico)) (tripsina
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0.025 % (p/v), verseno 0.02 % (p(v) en PBS pH 7), paré enjuaga}
la pared de cada caja en donde crecieron las células y se
decantaron. Seqguidamente se anadieron de S5 a 10 ml de tripsina -
versenoc a cada caja, se dejd que el liguido cubriera la monocapa
de células y  se incubaron S minutos a 37°C.

El desprendimiento de las células adheridés al plAsticb' ée
realizé golpeando la caija de‘:ultivo con la palma de la mano.

Después se aﬁadiéron de 20 é 30 ml de MEM suplementadoc con
suero fetal de bovino para detener ‘'la acciéﬁ dé' la tripsina.

‘Estas células se colectaron en tubos de 50 ml (Costar) para
centrifuga y se centrifugaron S minutos a 200 x g a temperatura
ambiente en una centrifuga Sorvall (RT 6000 B Du Pont). Se
decantd el sobrenadante vy las células se resuspendieron en 40 mi
de MEM suplementado con suero fetal dé bovino y se repartieron
en cajas de cultivo de 25 cm® (aproximadamente 1 x 10* ‘células
por caja).’

A cada caja se ;e agregé suficiente MEM stlementado COnv
sueroc para que el‘volumen final fuera de 35 mif Las' cajas se
colocaron  en una'incqbadoré a 37°C con ﬁna:atmdsferé de 5~FZ “de

C0x. Este procedimiento se repitid taqa 72 horés.
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4.4 PREPARACION DE LA COLUMNA DE AFINIDAD DE SEFAROSA-

DINITROFENIL-LISINA (DNP-lisina).

Se pesé 1 gr .de Sefarosa 4é activada con bromuro de
cianogeno fCNBr) marca Sigma, y se- lavo con .250 ml'de HEC1
0.001 M. Posteriormente se disolvieron aproximadamente 10 mg de
DNP*liéina en - aproximadamente S5 ml de NaHCO= 0.1 ﬁ, NaCl
0.5 M pH B.SV y- se incubd con la Sefarosa 4B-CNBr por ZVﬁoras a
tenperatura ambiente. Después.ée lavé con & ml de NaHCOx 0.1 M,
NaCl 0.5 M, pH 8.3 vy se agregaron aproximadamente 10 ml de
glicina 0.2 M, pH 8 y se incu@é 2 horas a tempefatura ambiente.

Se klavé con aproximadamente S00 ml de NaHGOx 0.1 M, NaCl
0.5 My pH B.3 y con 25¢ ml de amortigﬁadqr de acetatos 0.1 M,
NaClvO.S M, pHv4_alternadémente.

Finalmente se 1ay6 con apfoximadamente 100 ml de SPABS y sé

guardd a 4°C para su uso posterior.

4.5 PURIFICACION DE LA IgE UNIDA A SU RECEFPTOR CELULAR.

En. un ,exberiménto’tipico;se tomaron 6 ééjas de cqitivé de
175 cm® con células de 72 horas de edad y‘,se tribsjnizardn,
obteniéndose 1.745 x. 10° células totales o 2.9 x 10% céiuias por
caja. Estas  células se lavaron una ver con 50 mi de' MEM
amortiguado con N-Zhidroxietilpiperazina N-2 écidp etanosulfonico
(Hepes) (Gibco) (MEM—Hepeﬁ), y  se resuspendieron en 20 ml de
MEM-Hepes. A.estas células, se les agregaron 10 ug de ;gE en

SABS. Las células con la IgE  se incubaron en un  bafo con
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agitacien rapida (Forma Scientific) durante 3 horas 1S minutos
a 37°C. Posteriormente se lavaron 3 veces con 50 ml de‘PBS 0,015 M
FOa, NaCl (0.15 M pH 7.2 y se les agregaron 3 ml de amortiguador
de solubilizacidon que contenia el detergente 3—-0(3colamido-propil-
dimetilfamoniol—l—propano sulfonato (Chaps) 0.01 M) fDalbiothém—
Béhring Corp.) y los inhibidores de proteasas fluoruro de fénil
metil sulfonilo 0.001 M (Sigmal, i unidad inhibitoria de
tripsinasml de aprotinina (Sigma);.lo pg/mi 'deApepstatina (Sigma)
y..lo pg/ml de leupeptiﬁa‘(Buehringer) en SABS. La solubilizacion
se llevd a cabo durante 15 minutos en frio.y a una concentracidn
aproximada de S n 107 células/ml; Pasado este tiempo sev
centrifugd el lisado 1 Hpra a 50,000 % g a 4°C. E1 sobrenadante
.que contenia mas del 95 % del complejo IgE—recéptor ée incubd é
4°C con 0.2 ml de DNP—iisiné acopléda a"Sefarnsa toda la noche
con agitacidn lénta. Fosteriormente la columng‘sa%lavcv:cn 7 -ml
de ‘amortiguauor de  solubilizacién y con 106"mi de un
amortiguador A que contenia’ Tris (hidfnximet?ll-aminometénbl0.04
' N .(Nerck), clorufo ’de calcio :0.01 M (Bakeri:y, 0;252:3 -de.
octilfendxiboli(etoxietanol) (Triton 'x71ooi ‘Sigma):pH;B;l;r
Se ha dembstfadp que este amortiguador disﬁci; al recepfor Yy

deja unida a la IgE solo con la cadena & del . receptpf.‘celular

Después de lavar exhaustivamente la columna se eluyé la IgE
y Su receptor con un total de 0.5 ml de écido—efdihitrafenii-
caproico 0.01 M en el amortiguador A, haciendo 2 incubaciones con

0.25 ml de 40 minutos cada una.
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4.6 IODINACION DE LA IgE EM AUSENCIA Y EN  PRESENCIA

DEL RECEPTOR CELULAR

Se iodinaron péf separado‘zoo pl { can aproximadamente 34
pg)  de IgE ‘en ausencia del receptor celular y el eluido  de
la cblgmna,de Sefarosa-DNP—lisina, con { mCi de lodo 125 (‘azf)
(ICN) cada una; y con 3 perlas de iodo (Pierce Chemical Co.) para
la IgE en.ausencia del receptor ceiular y S perlas de iodo para
la IgE en presenéia del receptor celular, durante 45 minutos
aproxjmadamente a temperatura ambiente. 8e separé el =3I que no
se unié a la IgE en columnas de Sefadex 6-25 (Fharmacia Fine
Chemicals) »dé 1 ml, siguiendo 1la té:ﬁica descrita = por
Tuszynski y colaboradores (36) y. se obtuvieron las cuentas por
minuto (cpm)  de cada eluido en un contador de radiaciones gamma
{Beckman gamma 5560). La IgE en ausencia del receptor
celular tuvé 7.6%9 x 10@ cpm y la Igé en presencia dgl,_receptor;
celﬁlafv tuvad ‘ 1.79 % 10® cpm. ‘Se tomaron Sd'plide(lé "IgE- en
ausencia del'}eceptof celu}ar, cohteniendo 1.62 % 102 cpmy los
200 pl de lé‘iIgE en preseﬁcia de su receptor ;elulér;:'ambas
muésfraé cbn aproximadémente 1.8 k 102 cpm vy se kailuyerbn a 300
pl con SABS. Cada una se colocé en un  tubo Eppendqff qe 1 ml,
y ‘se les agregaron 300 pl}de in@unnélobulinas de conejo con
actividad anti~IgE de ratén vy se' incubaren 3 horas en el
refrigerador. »

Posteriormente se 1les agregaron 300 pl  de Pansorbin

(Staphylococcus aureus) con proteina A (Calbicchem) equilibrado
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con SABS vy se incubaron 20 minutos en el refrigerador.

£l precipitado se lavéd 1T veces cén 1 ml del  amortiguador A vy
finalmente 5 veces con SARS. Se diluyd en 300 pl de amortiguador
de muestra que :onténia aodecil sul fato de'sodio (SDS) al 2 % de
concentracidén final (BRio Rad). Tris (hidroximeti1)—aminométano
0.08 M, pH 6.8, glicerol 10 %, agua  destilada desionizada y @3-
mercaptoetanol al 10 % (BRio Rad),b ambas preparaciaones se
dividieron en 4 partes cada una (aproximadamente io* cpm 'en cada
una) para hacer 1aveie€troforesis en éel de poliacrilamida con

\

SDS (SDS—PAGE) .

4.7 SEFARACION . DE. LA IgE EN AUSENCIA Y FPRESENCIA

DEL RECEPTDR CELULAR FDR'ﬁEDID DE- SDS-PAGE.

;Léé ;édenas_H y L:de la IgE marcaﬂa‘ﬁcnﬂ*é?!réh;auéegcia v
én ‘preséncia dei récepfbr$ce1u1ar_5e:sepafafdﬁ:en'HQS' gell de
poliacrilamida (12.5 %) .con_SDS (0.1 Zvcpnéentfacian; fiﬁél);

Fosteriormente el gel se tifé4 con. una_' solucisn.  de
’ isopropanol (Baker) al 25 %, A4cido acético‘(MercE) al ib Z;vazul
dz2 Coomasie R-250 (Bio Rad)} a1-0.025 % y agua, durante 3 horas y
ze destind con Acide acédtico al 10 %. El gel se secd en una
zacadora  Dry gel Sr. model SE 1160, (Hoefer Scientific
Instruments) y las bandas iodinadas correspondientes a las

zadenas Hy L de cada preparacidn se pusieron en evidencia por
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medio de autorradingrafia usando una pelicula de rayos-x (XK-1,

Kodak) vy 'uhaAipantalla Quanta - III (Cronex ‘de Du Pont) en un '

cassette, durante 30 minutos aproximadamente, a -BOSC.

La digestién de 1la IgE en ausencia y- en. presencia . del
receptor celdlar, asi como el andlisis bidimensional de los
péptidos resultantes se hicieron siguiendo la técnica reportada

por Pecoud y Conrad (37) modificada en nuestro laboratorio.

4.8 DIGESTION. DE LA IgE EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA

DEL RECEPTOR CELULAR

Después de haber hecho la autorradiografia, se delimitaron y
se cortaron las bandas correspondientes a las cadenas H iodinadas
de la IgE en ausencia y en presencis del receptor celular y se

procedi¢  a rehidratar las bandas cortadas, primeramente con = S0

ml de 2—propanol'(Merck).a1 25 % (dos veces) durante & hofas Yy

despugs con 50 ml de metaﬁol (Merck) al 10 Z durante 2 dias.
| Déspués‘se colocaron lbé pedazos del gel,,con’ias cadenas H
de la IgE en ‘ausencia y en preséncia del ré:eptéf teiular
por separado eﬁ tubps de 1| ml y se secaron los geles en una
centrifuga concentradora por vacio (Speed vac concentrator, marca
Savant); segQidamente 5@ anadioc a cada tubo 1 ml de carbcnatorﬁe
amonio (NHa CDs) (Baker) 0.05 M pH a.e,,con-so pg de tripsina

(Worthington) o S50 pg de gquimotripsina (Worthington) y se dejaraon

“incubar durante 24 horas a 3I7°C con agitacién lenta. Cuando hubo

transcurrido el tiempo-de incubacidn se separd el liquido con los
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peéptidos yvse descartaron‘loslgeles. Losvpéptidos resultantes se

concentraron de la siguiente manera: se centrifugé la soluci én
de - NHa vCD; que conten§a a los péptidos en la centrifuga
concentradora kdurante'3 horas 30 minutos aproximadamente ‘hasta
secarios cdmﬁietémente;‘ después se resuspendieronblos péptidos
en 500 pl de agua destilada desionizada y se centrifugaron 2
horas aproximadamente hasta secaflos completamente. Luega‘ se
resuspendieron en 200 pl de agua destiladé \desidnizada y se
secaron por centrifugacion en aproximadamente 1 hora 30 minutos,’
este pasp se realizd 3 veces. Finaimente, se resuspendieron' en
100 pl de gmortiguadnr de electroforesis (Aacido acetico: 4acido

formico: agua 15: 5: 80) y se concentraron por centrifugacién en

1 hora aprozimadamente.
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4.9 ANAL.ISIS EIDIMENSIONAL DE LOS PEPTIDOS DE LA CADENA H
DE LA IgE EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DEL RECEPTOR

CELULAR.GENERADDS POR LA DIGESTION CON FROTEASAS.

Una vez concentrados los ééptidos para cada. caso, se
resuspendieron en 20 pl de amortiguador paré eleétrofnresis. Cada
una de las muestras se puso sobre una placa de cromatografia de
capa fina de celulosa de 20 % 20 cm (Aldrich Chemical Company,
Inc.). Se escogid coho punto de aplicacién uno localizado en la
esquina superior derecha de un cuadrado de § % S cm formado con
la esquina  bdsica inferior izquierda de la placa. Se utilizé
fuchsina basica como marcador y se colocd a 2 cﬁ de distancia de
la muestra (a 7. cm del borde izquierdo de‘la placa). ’

Una. vez aplicadas la muestra y‘el colorante en cada placa se
ﬁrocediér.a raciaf la placa con amortiguador de electréforesis y
poéteriormente se hicieron electroforesis de alto valtaje (1,000
V:_~;Si hﬁ: 201 W) en un aparato para eiectroforesis (LKE 2117
Mulﬁiﬁhof‘ 11 Electrophokesis Unit) alimentado con una fuente de
poder (LKB 2297 Macrodrive 5\Constaﬁt Powe? Suﬁply). Durante las
electrofqresis, se dejoé que el marcador migrara S cm para los
péptidos obtenideos con tripsina (aproximadamente 45 minutos),yﬂ 7
cm para los | péptidés obtenidos con ' qqimotripsiha
(ahroximadamente (=3¢ minutos). Una vez realizadas las
electroforesis para cada caso, se realizaron cromatogratias en
capa finaken ung'segunda dimensidn colocaAndose cada placa en una

camara de cromatografia perteneciente a un aparato de
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cromatografia odak Chomatogram Develupiag Apparatus Y
empledndose una mezcla  de solventes para cromatografia, que
consistia de : butanalﬁ piridina: acido acético: agua 32.5: 25:
5: 20. El frente de los solventes se‘déjé migrar aprcximadamenté
18 cm, vy una vez terminada la cromatogfafﬁa, se dejo secsr la
placa a temperatura ambiente. Se realizd una autorradiografia  de

‘cada placa.
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S - RESULTADDS Y DISCUSION.

Las. cadenas pesada (H) y ligera (L) de la IgE en ausencia y
en presencia del recéptor celular fueron separadas bor‘ medio de
una electroforesis en gel de poliacrilamida (12.5 %) en pre$Encia
de SDSV‘(O.1~Z concentracién - final), comb. sei describe en
Materiales y Metodos,

lLa figura 13 muestra 1la separacidén obtenida para las

cadenas H (peso molecular aproximado de 80 kDa) y L {(con un peso
molecular aproMimado de 25 kDa) de la IgE para cada caso.
Las bandas iodinadas de pesos moleculares superiores a BO
kDa probablemente fepresenten agregados de IQE no disociados.

Se recortaron las regiones correspondientes a la cadena H en
Cada caso y se sometieron a una digestién proteolitica con
tripsina o con quimotripsina (ver Materiales y Métodos).

La digestion de la cadena H de la IgE con tripsina genera &
':p?ptiﬁds iodinados que dendminamué "1, 2,>3, 4, 5 v 6", mientras
.queAlla digestidn .de la cadena Hfde la.‘IgE con - quimotripsina
) generg 7 péptidos iodinédos que se denominafon "A,fB, C,'D, g€, Fy
y‘B". En ambos- casos, los péptidos fueronfvisualizados bnr'medio
Jde autﬁfradiografiés.' ‘ ” |

»En las figuras 14-A y 14-B, se muestran lds mapas péptidicos
cbtenidos ﬁor autorfadiografia para las cédenas H digeridas con
tripsina de 1la IgE en ausencia (14-A I, 14-B IV y VI) vy en
presencia (l4-A II v III vy 14-R 'V y VYI{) del receptor celular,

Fara el caso de la IgE en presencia de su receptor celular,
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IgE IpE/RECEPTOR

Figura 13 ‘Las cadenas peeadas My 1igeras (L) de la IgE en ausencia
(IgE) y en presencia (IgE/RECEPTOR) del receptor celular;fue
ron separadas en un gel de poliacrilamida’ (12.5 %) en presen

-cia de 8DS (0.1 Z concentracidn final), obteniéndose una ban
da H . (péso molecular aprox. 80 kDa) y una banda L (peso. molg_
cular aprox. 25 kDa) las cuales en ambos casos estdn sefiala-
das. por flechas.
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73



(figuras 14-A 11 y IIl y 14- V y VII) se aprecia que hay una
disminuéion en el grado de iodinacidn de los aéptidos denominados
"1y 2" (flecha) con reépectn de los mismos péptidos en el caso
de la Igk en ausencia del receptor celular,kfiguras 14-4 I y 14-R
IV y VI) (flecha).

En la figura 15,v s5e observan los mapas péptidicos obtenidos
por . autorradiografia para las cadenas H de la IQE digeridé con
quimotripsina en ausencia (figura 15 VIII) y en presencia (figura
18 1IX) del receptcr celular. En el caso de la IgE en presencia
del receptor celular se observa que hay una disminucién en el
grado de iodinacién de los peptidos denominados "A y G" (flecha).

Suponemos ‘que los péptidos que dismindyen de intensidad en
las autorrad;ografias estan protegidos de la iodinacidn porque
probablemente estdn cercanos a o son 165 que interactuan con ei
rgcéptor celular.

Paré‘comprbbar la reprodu;ibilidad devios patfbnes,obtenidﬁs
por medio . de autorradingrafﬂé para las cédenas’H dé 1a_ Igé' en
~ausencia vy en presencia de su receptor celulak‘ digeridas con
tripsina o ‘con quimotripéina, sé elaboraron bmabas peétidicps
‘ promedio para cada caso, empleando. los-Valorés de - Rf paré
electroforesis 'y cromatografia de cada péptiao. El valor Rf se
calculd de la siguiente manera: se tomd el valor de la distancia
recorrida por cada péptido y se dividié entre el valor de lé
distancia total recorrida por el frente para cada caso.

Rt= valor recorrido por cada péptido
valor recorrido por el frente

74



R

CROMATOGRATFTTIA

PEPTIDOS QUIMOTRIPTICOS IODINADOS DE LA CADENA EPSILON

1gE - 1gk/RECEPTOR

S VIIL X

ELECTROFORESIS'

" Figura 15




(NDTA: En las figuras 16 a 19 el eje que coarresponde a la
elecfroforesis estd invertido coﬁ respecto al mismo eje en las
figuras r4—a,' 14-B vy 15. Esto se debe a ia impresién de las
graficas y no afecta en nada los patrones de distribucisn de los
peptidos).

En ‘las figuras-16 y 17, se muestran los mapas peptidicos
promedio resultantes de la digestién de las cadenas H de la IgE
con tripsina en ausencia (figura 16) y en p}esencia (figura 17)
de su receptu% celular. En tanto que en las figuras 18 y 19! se
muestran los mapas peptidicos promedio resultantes de la
digestién de las cadenas H de la IgE con quimotripsina en
ausencia (figﬁra i8) vy en presencia {(figura 19) de su receptor
celular.

Al comparar la figuras 16 y 17, se observa que el patrén de
distribucidén de los péptidos para los valores promedié de Rt de
electroforesisyy de cromatografia és muy parecido, en tantoc que
ia desviacion estandar promedio para cada péptido Es'muy peguena.

En la . figura 19 (IgE en presencia del receptor celular
digerida con- quimctripsina); . 'se  opbserva que la ‘desViacién
estandar para cada péptido es muy pequeia por lb que es bastante
. reproducible el patréﬁ obtenido por autorradiografia,:y ademas 1la
posicidén de cada péptido concuerda con la posicidén de los
péptidos en la figuré 18 (IgE en ‘ausencia de su receptor celular
digerida con quimotripsina), sélo que en este caso los péptidos
carecen de desviacién estandar por tratarse solo de un mapa

peptidico.
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Figura 16 ] v ) ,
Mapa de los promedios de migracién de los principales
pdptidos iodinados de la cadena épsilon digeridos con
tripsina en ausencia de su receptor celular.

IgE-T

Féptido.  Rf. Electroforesis Rf. Cromatografia
(X £ D.E.) (X * D.E.) ’

1 0.82 = 0.26 0.21 * 0.11

2 1.09 % 0.4 0.18 + 0,06

3 1.99 = 0.79 0.42 +  0.04

4 1.05 = 0,33 0.5 * Q.09

5 0.3 ¢ 9.37 0.54 t Q.07

5 0.52° 0,18 Q.56 * 0.04

T



Figura 17
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Fxgura 17

08 1.2 ] 2 24
ELECTROFORESH

Mapa de los prnmedxos de migracién de los principales

péptidos iodinados

de la cadena épsilon digeridos con

tripsina: en presencza de su- receptor celular.

R-T
Féptido Rf. Electroforesis Rf. Cromatografia"
X = D.E.) Lo (X & D.E.)
SR 0.79 % 0.32 %
2 K 0.92 % 0.19 X
-3 1.66 % 0.04 0.38. * 0.09
4 1.19 % 0.33 0.49 % 0.05
S 1.19 % 0.4 0.54 * 0.01
& 4 0.3 0.5 &£ 0.02

0.7

(%) péptidos en los

que disminuye su gfado de iodinacién.
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Mapa de los promedios de migracion de los pr1nc1pa195
péptidos iodinados de la cadena épsilon d;gerldos con

Péptido-  Rf
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_Quimotripsina en ausencia de su reteptor celular.
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IgE—Q
. Electroforesis  Rf. CroMatngkafia
(X % D.E.) (X £ DiEs)
Q.72 i 0.08. 0.24 * 0.1
0.87 = 0.0B 0.45 % Q.02
.75 £ 0,14 Q.53 * 0.Q1
0.67 2 0.1 .54 -2 0,04
Q.33 & 0.02 0.59 & 0.06.
0.35 £ 0.01 0.58 * 0.04
Q.72 % (.05 0.38 * 0,07
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Figura 19
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Figura 19

tapa de los promedios de migracidn de los principales
péptidos iodinados de la cadena épsilon digeridos con
quimotripsina en presencia de su receptor celular.

R-Q %

‘Peptido | Ri. Electroforesis Rf. Cromatografia
: » (X 2 D.EY (X D.E.}

AR 0.58 % 0.3 x

B 0.75 0,91

c 0.72 G G6

D 0.64 0. b

E 0.35 Q.62

F 0.2 Q.67

G ;

(k) Péptidos en los que disminuve su grado de icdinacién.
(¥X) Péptidos sin D.E. por tratarse de on solo mapa.

30



Para asegurarnos que los péptidos denominados "1 y 2" y "Avy
G" efectivamente disminuyen su grado de iopdinacidn, ‘se midid
directamente la radicactividad para cada unpa de las regiones
correspondientes a los péptidos en las placas de crdmatografﬁa en
capa fina, raspando el area correspondiente de celulosa y por el
an&lisis en un contador de radiaciones gamma., Los resultados se
muestran en la tabla 4.

Los resultadoslmuestran que es claro que hay una disminucisn
importante de cpm para el‘caso del péptidé 1 v de los pe¢ptidos A
y 6. ‘

En el caso del péptido 1 la disminucién es por lo menos del
80.50 %4 vya que sblo hubo un mapa peptidico en el que hubo
radioactividad en fa region ocupada por este péptido y que esta
tonsiderado en ia tablé 4, El péptido 2 por lo menos disminuye en
un 30,77 L. Sé oberrva en la tabla 4 que hay una diferencia entre
las desviaciones estandar de los peéptidos 1. y 2 para el céso ‘de
bla IgE en éuesénc;a (IgE) y en presencia delvreteptor celular (R-
T) digeridas con tripsina, suponemos que dicha diferencia se debe
primero a que se tréta de experimentos independientes en cada
caso y segundo & que 21 numero de experimentés en cada caso es de
dos. La razon para esto ultimn‘se debe a qué se témaron los
experimentos mas cercanos en cuanto a fecha de ralizacien para
poder hacer una estimacidn mas real en cuanto a la disminpucién de
cpm se refiere.

5i se cbservan las fiquras 14-A y B quEvcorrespondeﬁ a las

autorradiogratias obtenidas de la digestidn de la IgE en ausencia
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Ck

E

]
IGE-T {

Péptido - _(cpmx + D

220.22 + |
126.69 +
166.76 +
339.44 + 24
1904.27 + ¢
1144.59 + 4

AU WL N e

IgE-Q
(cpm)

296.0]
189.0
320.64
564.0]
735.9]
259.0(

98.3]

; &
mmbaunw:w'g:

{*) Disminucifin signifiq
(**)- Sin D.E. por tratay




CPM promedio de los principales péptidos iodinados de la cadena épsilon
digeridos con Tripsina (P) o con Quinotripsina (Q) en ausencia (IgE) o
en presencia (R) de su receptor celular.

IgE~T % de cpm R-T % de cpm % de disminucifn (-}
Péptido ~ f{cem X + D.E.) totales (cpm X + D.E.) totales 0 aumento (+)
1 ‘ 220.22 + 13.53 " 5.64 " 41.04 +  58.04 1.10 (=) 80.50%
2 126.69 +  7.80 3.25 83.50 + 51.38 2,25 =) 30.77*
3 166.76 + 33.59 4.27 190.52 + 60.34 - 5.14 +)  20.37
4 339.44 + 246.54 8.70 334.94.+  60.10 9.05 +)  4.02
5 1904.27 + 98.13 48.80 1142.09 + 192.70 30.86 (=) 36.76%
6 1144.53 + 47.75 29.33 - 1908.73 + 1008.72 51.57 (+)  75.83
| IgE-Qw+ $decpm - R-Q** $ de cpm % de disminucibn (-)
Péptido -+ (cpm) totales (cpm) totales O aumento (+)
A 296.07 12.02 ©30.27 3.29 =) 72.63
B 189.03 7.67 761.54 31.18 " (+) 306.52
c 320.68 13.02 494.64 20.23 (+) 55.38
D 564.03 22.90 547.98 22.44 -)  2.01
E 735.93 29.88 o 348.32 T 14.26 (-) 52.28 .
F 259.00 . 10.52 210.22 . - 8.61 (-) 18.16
G 98.32 . 3.99 - - L e (=) 100.00

" (*) Disminucifn significativa por Prusba de T de Student. , ‘
(**) Sin D.E. por tratarse de un solo mapa peptidico en cadgt caso. . . TABLA 4.
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y en presencia del receptor celular con tripsinayse aprecia que
efectivamente los péptidos ! y 2 disminuyen en cu grado de
iodinacidén para el caso de la Ig€ en presencia del receptor
celular con respecté de los mismos péptiaos en el caso de la IgE
en ausencia del receptor celular. Ademds, en las figuras 16 vy 17
se muestran los mapas peptidicos promedio obtenidos Apara los
péptidos generadbs bor la digestidn de la IgE en ausencia y en
presencia del rgceptor celular con‘tripsina. Se observa que en
anbos casos, los pébtidos guardan una posicion muy similar en
cuanto al patréon de migracidn se refiere. Asimismo, las.
desviaciones estandar para cada uno de los pépfidos en ambos
casps  sSon  muy pequeﬁas.. Con basé en  estos mapas nosotros
suponemos Que los patrones de migracién 6btenidos por medio de
autorradiografias para los péptidos fesultantes de la digestidn
de la IgE en ausencia y en presencia del receptor celular son
reproducibles.

Al hacer el tratamiento estadistico de t de Student para los
péptidos que disminuyen su grado de iodinacién' (1 y 2), . se
encontro  que esta'disminucién es estadisticamente significativa
deéde el punto. de vista de! criterio biologiéo, aunqué ~este
resultado se debe cosiderar como tentativo D»,preliminar_’por
tratarse de sélo‘dos experimentos para cada caso.

También se observa gque otros péptidos cambian su grado de
iodinacidén; por ejemplo, el péptido S disminuye(én un 36.76.% ¥
el peéptido 6 aumenta un 75.83 4. | ‘

Por wmedio del analisis egstadistico de t de Student, se
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comprobé que la disminucién en el grado de iodinacidn del péptido
5 fue estadisticamente signi?icativa, aungue en las figuras 14-A
y B rio se observa gque haya un decremento apreciable en la regiodn
ocupada por el péptido 5, en el caso de la IgE en presencia del
receptor celuiar, con respecto del mismo péptido para el caso de
la IgE en ausencia del receptor celular.

Por lo anterior no se puede‘:onsiderar que este béptido esté
involucrado con el sitio de la IgE que interactda con el receptor
celular. 5in embargo, tomando en cuenta el resultado obtenido con
la prueba de t de Student para este péptido (di sminuci én
estadisticamente significativa) (p > 0,05, no ‘podemﬁs
descartarlo por completo, dado que no cdnocemos adn la secuencia
de los residuos de aminodcidos de cada uno de los péptidos
obtenidos en cada caso, con lo cual se podria determinar & que
sitio o & que dominiu de la region Fce pertenecen. é

Fara el céso de los péptidas 3 y 4, no parece haber una

modificacién significativa en cuanto a su grado de iodinacioén.

En e1 caso de los péptidos obténidos con quimntripsiﬁa, se
pueden hacer aseveraciones sdélo basadas en un experimento, que
estd mostrado en la tabla 4. |

‘ Los péptidos'n y G disminuyen su grado de iodinacidﬁ en._ un
72.63 y un 100 Z'respectivamente, para elicaso de la IgE digerida
con guimotripsina en presencia del receptor celular (R-R) con
respecto a lbs mismos péptidos'en el caso de la IgE en ausencia
del receptor celular (IgE) digerida con 1a misma enzima.

Otro peéptido que parece reducir su grado de iodinacién es el
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péptido E, mientras que los péptidos C y B lo incrementan de
manera importante.

Con hase en todos estos  resultados, suponemos que los
péptidos .denominadoé 1, A vy B son los gue tienen una .mayor
probabilidad de estar en'el sitio de la IgE que interactda con el
receptor celular, por - ser los  péptidos que presentan un
porcentaje de disminucioén mayor a su grado de iodinacian.

Ahora bien, no puede descartarse la posiﬁilidad de que los
péptidos 2, 5§ y:E, estén también interactiando con una pequefla
parte de su secuencia o a que se encuentren cerca del sitio de la
IgE que interaétﬂa con el receptor celular, dada su disminucien
en el grado 'de iodinacién. | ‘

v Con respecto de los péptidos que sumentan su grado de
iodinacidén (6, B vy ), suponemos gue dicho aumento puede ser
ﬁnbidu a que la interaccidén de la IgE con el receptor celular

produzca un cambio conformacional parcial o total en la IgE que

permitiera que estos péptidos quedaran mds expuestos 2 1a marca

- radiactiva,

El inconveniente de ecsta proposicidn s gque no se puede
apoyar en ningun resultado publicada, porgue hasta ahora ningun

autor ha reportado que se produzca un cambic conformacional en la

IgE al interactuar con el receptor celular.

For el momento, es la Gnica explicacién a nuestro alcance.
Otra cosa que nosotros no podemos descartar  es la

posibilidad de que los peéptidos gque disminuyen su grado de

iodinacidén (t, A y B), tal vez no interaccionen con el receptor




celular vy que la disminucidn observada se deba también a cambioas
conformacieonales en  la IgE, que hicieran que estos péptidos
guedaran ocultos o protegidos de la iodinacidn por tales cambios.

®
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‘6 CONCLUSIONES Y PERéPECTIVAS.

Se puede considerar este trabajo como un inicio en la
identificacidn de béptidos involucrados en ia unidn de la IgE a
su receptor celular. »

De loé resultados obtenidos en gsta teéis podemps - concluir
dos cosas: -

15 ﬁue los péptidos gue disminuyen de intensidad en las
autorradiografias estan protegidos de la iodinacién | porqgue
probablemente son los que interactuan con el receptor ceiular y

2} Gue, con base en trabajos previ‘amente publicados (12,
18 vy 28), suponemos que los péptidos que.disminuyen SQ grado de
igdinacién estan en el domihio Ce3, o muy cercancs a el.

El siguiente paso en la identificacion de sitios importantes
para la unidn de la IgkE a su receptor, es desostrar in vitro que
agquellos péptidos cuyo grado de iodinacidn disminuye, sqn'capaces
de unirse al receptor y de inhibir la unidn de la IgE al receptor
en célﬁla: basofilicas 1eu&émicas de rata. Esta fase del trabajo
involucraria el aislamienta’y purificacidn en gran escala . de
dichos péptidos. 51 los resuitados de esta fase son positivos,
se pbdria seguir a las éiguientes fases gue seria probarlos en un
sistema ;ﬁ.ylggg, gue conéistiria en la realizacién de pruébas de
Prahsnitz-ﬂﬂstner, y en la secuenciacion de dichos péptidos para

localizar exactamente de dué region de Focg provienen.

En caso de que las pruebas in vivo sean positivas vy

\
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conociendo €1, o los sitios de donde provienen las secuencias, se
podria proceder & sintetizar péptidos gue las :ontehgan para
probarlas en los sistemas mencionados anteriormente.

La ventaja gque ofrece la ruta gue se inic;é en esta tesis
para resolver el problema del sitio de interaccidn de la IgQE con
su receptor celular, sobre las otrés formas que se hicieron o se
estéﬁ realizando actualmente (ver Introduccién), es que se pueden
conocer directamente el, o los sitios de interaccidén, aunque
eétns estén separados por secuencias de residuos de aminodcidos

. c . .
que no interactuaen. Ppr ejemplo, que el sitip de interaccidn
‘estuviera.formado por dos secuencias separadas, una en el dominio
Ce2 y otra en el dominio Ce3.

Este camino, aunque significa mas trabajo vy es de mayor
ﬂificultéd rque  otros  carmineos que tratan de resolver el mismo
problema, .. .-eze tener mejores posibilidades de dar una respueste

concluyente al mismo.
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