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1. INTRODUCCION 1

El sistemainmunehumanoestáformadopor dos componentesfunciona-
les: el sistemainnato y el adaptativo.El sistemainmuneinnatoprevienedela entrada
delos agentesinfecciososmedianteunagranvariedadde barrerasfisiológicascorpo-
rales(piel, mucosas,etc.).El sistemainmuneadaptativoactúacausandounareacción
específicacontrael agentedañinoeliminándoloy además,secaracterizapordesarro-
llar una memoria específicainmunológica que previenede una reinfeccióndel
mismo agente.El componenteadaptativoestáformado por una gran variedadde
célulasy moléculas,de lascualeslos linfocitos y las inmunoglobulinas(Ig) son los
másimportantes.Existendos tiposde linfocitos, los 1 queestánimplicadosen la in-
munidadcelulary los B, en la humoral.Como consecuenciade unaexposicióna un
determinadoantígeno(Ag), lascélulasB sediferencianencélulasplasmáticasquese
caracterizanpor sintetizarunasmoléculasquereaccionanconel Ag. Estasmoléculas
son los anticuerpos(Ac) o inmunoglobuiinas.De las5 ciasesde Ig humanas,la lgG
esla predominantey secaracterizapor diferenciarseen 4subclases(lgG1, IgG2, IgG3,
lgG4) según sus determinantesantigénicos,suspropiedadesfísico-químicasy sus
funcionesbiológicas.Desdequeseestablecieronlasbasesdeestepolimorfismoseha
buscadosu relevanciafisiológica. Así, seríainteresantesaberpor quédeterminados
antígenosprovocanunarespuestarestringidaaunasubclase,o por quédifierenestas
subclasesen su capacidadde proteccióndel organismoo por qué determinadas
patologíasestánasociadascon alteracionesde ciertassubclases.

Las cuatro subclasesde la IgG humanapertenecena la familia de lasin-
munoglobulinasqueson un grupode glicoproteinas(poseenun2-3%decarbohidra-
tos) compuestaspor2 cadenaspesadasidénticas(U) y 2 cadenasligerasidénticas(L)
unidasporfuerzasno covalentesy por puentesdisulfuro. Las regionesaminotermi-
nalesde la cadena1-1 (y11) y de la L (VL) se caracterizanpor teneruna granvariabili-
daden su secuenciade aminoácidos.En estasregionesexistenunassecuenciasque
exiben una variabilidadextremay se denominanregioneshipervariables.Por el
contrario,lasregionesC-terminalesdeambascadenasposeenmuypocavariaciónen
su secuencia.La parteno variable de la cadenaligera se denominaC1 y la de la
cadenapesada,C1~. Esta última estáformadapor los dominios CHI. regiónbisagra,
C112 y C113. Funcionalmente,las regionesy estánimplicadasenel reconocimientoy
unión del Ag. Las regionesC sin embargo,son las responsablesde las funciones
efectorasde la IgG. Entre los brazosFab(constituidospor los dominiosV de ambas
cadenasy por los dominios CL >‘ CHi) y los dominios C-terminalesde la cadena
pesadaenel Fc, seencuentrala regiónbisagra.La región bisagratienela funciónde
proveerflexibilidad entrelos diferentessegmentosde la IgG. Estafunción esimpor-
tanteporqueparecetenerunagraninfluenciasobrealgunasfuncionesefectorasde la
lgG, como másadelantesecomentará. La diferenciaciónde la lgGen 4 subclases
estábasadaen diferenciasestructuralesy fisicoquímicasy en las distintasfunciones
efectoras.
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Diferenciasestructuralesy fisicoquímicas
Las diferenciasestructuralesentre las cuatro subclasesde IgG, cuyos

esquemasserepresentanen la Figura 1 .1, seencuentranen los siguientespuntos:
- Regiónbisagra.Tantoen términosderesiduosimplicadoscomoenel número

depuentesdisulfuro intercatenanos.
- Posicióndel puentedisulfuroentrelascadenas1-1 y L.
- Composicióndecarbohidratos.Todaslas IgG poseenoligosacáridosasociados

a] Fc, aunqueno estábien definidoen todoslos casosni sucomposicióndemonosa-
cáridos, ni el puntodeanclaje.Parecequeestánunidosal dominio C~2a travésdeun
enlaceN-glicosídicoy sehandetectadohasta20 estructurasdiferentesbasadasen un
núcleode manosilquitobiosa.Tambiénsehavisto quealgunasIgG poseenoligosa-
cáridosunidosal Faba travésde enlacesN-glicosídicos(Burton, 1985>. Ademásde
mantenerla estabilidadde los dominios son importantesporque influyen en la
susceptibilidadala proteolisisy en suvida mediaenel organismo.

- Secuenciadeaminoácidosy marcadoresgenéticos.Si comparamoslassecuen-
cias primariasde las distintascadenasU encontramosque existe un alto gradode
homología,aunquepor supuestoexistandiferenciasantigénicas.Ademásde estas
diferenciasde secuencia,existe unavariación alotípicaqueserefierea la variación
genéticadentrodeunaespeciequeimplicaalelosdiferentesenun locusdeterminado.
Estos alotipos, que se caracterizannormalmentepor pequeñasdiferencias en la
secuenciadeaminoácidos,sonmarcadoresqueno estánpresentesen todoslos indivi-
duosy seencuentrantanto enlos dominiosde la cadenaH (Gm) comoen la L (1(m).
Cuandoun marcadorse comportacomoalotípico parauna(s)determinadasubclase
de IgG y comoisotípicoparaotra(s),sedenominaisoalotipo.La presenciadeestos
marcadoresesimportanteporqueestánasociadosconincrementoso disminuciones
en las respuestasfrenteadeterminadosAg.

— Proporciónentrelas cadenasL (X:iO.
A nivel fisicoquímico, las cuatro subclasesse diferencianen el peso

molecular, coeficientede sedimentación,movilidadelectroforéticay susceptibilidad
a las digestionesproteolíticas.

Diferenciasen laspropiedadesbiológicas
Lasdiferenciasestructuralesanteriormentemencionadassonengranparte

responsablesde las diferentespropiedadesbiológicas que presentanlas distintas
subclasesdeIgG. Estaspropiedadessonpor un lado, las relacionadasconla unión al
antígeno(afinidady valenciafuncional) y por otro, susfuncionesefectoras(unión al
complemento,unión a los receptoresFc, etc.). Más adelante,se comentaráncon
detalle.
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1.1. PROPIEDADES ESTRUCTURALES DE LA IgG4

Unade lascaracterísticasestructuralesmásimportantesdela 1g04,debido
a su posible incidenciaen su comportamientobiológico, es la composiciónde la
región bisagra.Como se hamencionado,las diferenciasen estaregión sedebenal
número de residuosimplicados (lgG1=15, lgG¿z12,1g03=

62, lgG
4=12) y en el

númerodepuentesdisulfurointercatenarios.La IgG4 poseedospuentesdisulfurocon
una flexibilidad restringidaque es intermediaentre la de IgG1 y la de IgG2, que
dificulta el libre movimientodelos brazosFab.Estascaracterísticas,pequeñotamaño
y flexibilidad limitada,podránser las responsablesde impedirel accesodel compo-
nente Cl del complementoy por tanto, de impedir su activación(Isenmany col.,
1975).

En cuantoa las característicasantigénicas,la IgG4 poseeaminoácidos
específicosen todoslos dominiosCH. Medianteel empleodeanticuerpospoliclonales
y monoclonalessehademostradola existenciadeepítoposexpresadosenel dominio
C112 y en el dominio C113. Tambiénexisteun aminoácidoespecífico(Lys 196) en el
dominioC~I y no sedescartala existenciade otrostiposdedeterminantesespecíficos
expresadosenestaregión(Jefferis,1986).Ademásdeestasdiferenciasantigénicasy
en relacióncon la existenciademarcadoresgenéticos,Kunkel y col. (1970)demos-
traron laexistenciade dosisolotiposparala IgG4,el Gm4apresentetambiénen todas
lasIgG1 y IgG3 y el Gm 4b presenteen todaslas IgG2. Aunqueno existeningúndato

quelo demuestre,sehasugerido(Stanworth,1 983b)queestosisolotipospodríanser
responsablesde los diferentespapelesque la IgG4 parecejugar. Ademásde estas
variantes,la aplicaciónde varios reactivosmonoclonalesanti-IgG4 ha reveladola
existenciade otrasdos variantesantigénicas(Waltery col., 1986).Una deellasesla

paraproteinaWar, quesecaracterizaporexpresarepítoposde 1g02enel dominio C112
y la otra esla paraproteinaSíaquerepresentaunavariantequeesdeficienteen la
expresióndelos epítoposFc de la IgG4.La influenciadeestasvariacionesestructura-
les menoressobrelas funcionesefectorasaúnno sehadeterminado,pero de nuevo,
podríanjugar un papel importantea la hora de diferenciar los distintoscomporta-
mientosde la IgG4.

Otro distintivo estructuralimportanteentrelas subclaseses su composi-
ción en oligosacáridos.En el casoconcretode la IgG4 se ha sugeridoquepodría
poseerun grupo carbohidratoextra en la región Fab (Halpern, 1983) y que la
existenciade pequeñasvariacionesen la composicióndeazúcarespodríainfluir en la
patologíamoleculardeestasubclase(Stanworth,1 983b).

La lgG4 se diferenciadel resto de las subclasesen la proporciónde las
cadenasL. De tal manera,quela relaciónLic esla siguiente:IgG1=2.4, IgG2=1.l,
IgG3=l.4, IgG4=8.0.
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Finalmente,otracaracterísticaestructuralde la IgG4 quehayquemencio-
nary queen estecasono setratadeun distintivo especial,esla posicióndelpuente
disulfuro entre las cadenasH y L. En la IgG4 se realizala unión entre la regiónC-
terminaldeldominio C1 y la Cys situadaen la posición131 del dominioCHI.

A nivel fisicoquímico,la IgG4 secaracterizapor tenerun pesomolecular
de 146.000,el punto isoeléctricomásbajo(7.2)de las subclasesde IgG y la mayor
movilidadelectrofóretica,probablementedebidoa sumásbajocontenidoenaminoá-
cidos básicos.Estaúltima característicasirvió pararelacionara la lgG4 con un com-
portamientocomoanticuerpoanafilácticoporquelosAc de IgG descritoscomoanafi-
lácticossediferencianprecisamenteporsu mayormovilidad.

La otragrandiferenciaentrelas subclasesesel gradodesusceptibilidada
las digestionesproteolíticascon diferentestipos de enzimas,comola papaínay la
pepsina.Así por ejemplo,la lgG4 necesitala presenciadeCysparaserdigeridaporla
papaína(igual quela IgG2), porquepareceser queesnecesarioreducirlos puentes
disulfurointercadenasH antesde la digestión(Burtony col.,1986).Por el contrarioy
juntocon la IgG3 esla mássensiblea la digestióncon pepsina.

1.2. PROPIEDADES BIOLOGIGAS DE LA IgG4

De todaslas subclasesde IgG, la IgG4 es la queposeelas propiedades

biológicasmásatípicascomosedetallaacontinuación.

1.2.1. Concentraciónsérica

Conel reconocimientodequeciertasalteracionesde los nivelesséricosde
las subclasesdeIgG parecíanestarasociadasa diversostipos deenfermedades,se
comenzóadarmuchaimportanciaal establecimientodevaloresdereferencianorma-
les quesepuedanencontrarenindividuossanos.Sinembargo,hastaahora,no hasido
fácil alcanzaresteobjetivo y los resultadosvahansegúnlas diferentesinvestigacio-
nes,sobre todo para la IgG4. Probablemente,algunade estasdiferenciassepueda
explicar por la diversidadde técnicasy reactivosempleados,pero tambiénpor las
variacionesproducidasdebidoa factorescomola edad,sexo,raza,enfermedadesno
manifestadas,etc.

La IgG4 procedentede la madrea travésde la placentay la lecheseva
reemplazandogradualmentepor la sintetizadaen el niño, siendoesteprocesolento
puestoquehastalos 11 añosno sealcanzanlos nivelesadultos(Leey col., 1986).

En adultosesla menosabundantede las 4 subclases,representandoentre
un 0.4 y un 4 % del total de IgG. Secaracterizaademás,por seguirunadistribución
sesgadaen la población igual quela IgE, conunasdesviacionesestándarde la media
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muy ampliaslo quehacemuy poco precisoestablecervaloresnormales.En la tabla
siguienteseresumenla mediay rangosdereferenciapublicadospor variosautores:

Referencia

Morelí y Skvarill
(1971)

X(g/l) IgG4

0.46

Rango Ensayo

(t03-2» RíA

Ac

p

Calibrador

WH067/97

Van Der Giessen
(1975)

0.6 0.05-2.03 RID 1’ Estándarpropio

Shakiby col.
(1975)

0.08 0.015-0.185 RID P Mezclade
paraproteina

Frenchy Harnson
(1984)

Auconturiery col.
(1984)

0.24

0.46

0.03-5.4

0.01-L87

RID

CEI

M WH067/97

M Mezclade
paraproteínas

Laytony Stanworth
(1984)

0.10 0.01-0.53 ELISA M Estándarpropio

Tabla 1.1. P=policlonal; M=monoclonal;RIA=radioinmunoensayo;RIID=inmunodifusián
radial; CEI=inmunoensayocompetitivo; ELISA=enzimoinmunoensayo;X representael
valor mediode concentración.

Las concentracionesen los individuossanosse venalteradas,comoya se
hacomentado,por múltiplesfactoresentrelos quedestacael sexo.Detal forma,que
parecequeexisteunatendenciaaquela concentraciónde IgG4 al igual quela de IgE,
seasuperiorenhombresqueen mujeres(Merrety col., 1983).

Finalmente,pareceque su representacióntanto en la superficie de las
célulasB comoen otrosfluidos corporalesesdel 1 % del total de la IgG.

1.2.2.Valenciafuncional y afinidad

La propiedadquetienenlos anticuerposIgG deformar inmunocomplejos
resideprecisamenteensu capacidadparaquecadamoléculade IgG una2móleculas
deAg. La 1g64, sin embargo,apesarde tenerla mismaestructuraquelas otrassub-
clases,esincapazdecomportarsecomobivalente,comocomprobaronVander Zeey
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col.(l 986a) estudiandola formaciónde inmunocomplejosIgG4-albúminade gato y
fosfolipasa(PLA). Estosautorescomprobaronquelos Ac 1g04 a diferenciade los
IgG1,eranincapacesde unirseacua]quieradeestosAg adsorbidosaunafasesóliday
al mismoAg marcadoañadidoensolución.Estaaparentemonovalenciafuncionalex-
plicaríaque los complejosformadospor la IgG4 seanmuy pequeñose incapacesde
precipitar.Estapropiedadpodríaser debidoa la escasalongitud y a la rigidezde la
región bisagra(Oi VT y col., 1984, Klein M, 1981). Sin embargo,cuandose ha
tratadodemejorarla movilidadde los brazosFabmediantereduccióno digestióncon
pepsina,Ja1g~ no ha cambiadosu condicióndeanticuerpomonovalente.

Relacionadotambiéncon la unión al Ag, la afinidaddescribela fuerzade
la interacciónentreel sitio deunióndel Ac y el determinanteantigénicoy por tantoes
una característicamuy importanteen la efectividad de la respuestainmune. Los
estudiosreaiizadosinicia]mentesobrela afinidad del los anticuerposlgG4 los lleva-
ron a caboDeveyy col., (1985) aplicandola técnicade la precipitaciónconpolieti-
lenglicol 8000al 3%parasepararel Ag unidoal anticuerpodel Ag libre. Sinembargo,
esposiblequeestosresultadoshayansidodebidosa la técnicaempleadapuestoque
posteriomente,no sehanpodido reproducir.Tanto Van derZeey col. (1986b)como
másrecientementeDeveyy col. (1988)hancomprobadoquelos anticuerposIgG4 no
sonde bajaafinidad.

1.2.3. Activación del complemento

La habilidadpara activar la vía clásicadel complementoes unade sus
principalesfuncionesefectoras,quedesencadenaun conjuntodereaccionesbiológi-
cas queproduceninflamacióny conducena la eliminaciónde los agentesinfectivos.
Lavíaclásicadel sistemaesactivadapor la interacciónentreanticuerposIgG agrega-
dos o complejosAg-IgG con el componenteCl, a travésdeun sitio deunión en el
dominio C112 aúnno biendefinido,en el quelos residuosGlu 318,Lys 320y Lys 322
parecenesenciales(Burton, 1985).

La IgG4, adiferenciade las otras subclases,tanto en estadonativo como
agregadoesincapazde unirseal Cl y activarla cascadadelcomplemento(Ishizakay
col., 1967). Por el contrarío, los fragmentosFc de IgG4 actúan como potentes
activadores,lo que implicaría que probablemente,el sitio de unión se encuentre
impedido estéricamentepor el Fab debido a la rigidez de la región bisagra.La
flexibilidad de esta región no es, sin embargo,la única causaque posibilita la
interacción,de hecho,hayotros factorescomola contribucióndel C1) o la glicosila-
ción del C112. En el casoconcretodela lgG4, sehademostradorecientemente(Taoy
col. 1991) que existe tambiénuna estructuraresponsablede su comportamiento
diferenciallocalizadaen la zonaC-terminaldel CH

2 (residuos292-340).
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A estacaracterísticahay quesumarIesucapacidaddeinhibir laprecipita-
ción y la activacióndelcomplementopor complejosAg-IgG1, no sólo impidiendola
interaciónsino reduciendola agregaciónde los complejosnecesariaparala activa-
ción delcomplemento(Van derZeey col., 1986b).

1.2.4.Unión a los receptoresFc

Otrafunciónefectoraimportanteessuhabilidadparaunirsea los recepto-
res Fc (reconocenla región Fc de la IgG), los cualesestánimplicadosen todauna
serie de procesosimportantesen la inmunidad celular como la fagocitosiso la
liberacióndemediadoresinflamatorios.Segúnla clasificacióndeAndersony Looney
(1986)existentresclasesde receptoresFc (Fc7R)parala IgG humana:Fc7RI, dealta
afinidadexpresadofundamentalmenteen monocitos,Fc~RII~ de afinidadintermedia
expresadoen una gran variedadde poblacionescelulares(monocitos, células B,
neutrófilos,eosinófilosy plaquetas)y finalmente,el Fc~RllI, de bajaafinidad que
apareceenneutrófilos,eosinófilos,macrófagosy célulasK. Todosestostiposcelula-
res exhibenun patrónde afinidadparalas 4 subclasesmuy similar: IgG1 > lgG3 >

IgG4» lgG2. En estecaso,la bajaafinidadrelativade la IgG4 no pareceserdebidaa
un problemaestéricoporque los fragmentosaisladosde Fc presentanla misma
afinidad.

Porotro lado,sehanllevado acabonumerososestudiosparadeterminarla
existenciadereceptoresespecíficosparaestasIg en basófilosy mastocitosconel fin
de llegar a entenderlos mecanismosde los procesosalérgicos. Dentro de este
contexto, es interesantecomentarque Ishizaka(1979) demostró la existenciade
receptoresFc enestostipos celularesparalgG agregada.Másrecientemente(Ansel-
mino y col.,1989),se ha podido comprobarque los basófilosposeenreceptores
Fc~RII a los quela lgG4 agregadaseuneconmayorafinidad( IgG1 > IgG2 = lgG4»
IgG3) y cuyaimplicaciónen la Alergiano estádeterminada.Más adelantesecomen-
tarámásdetalladamentela presenciao ausencia,dereceptoresespecíficosparalgG4
en basófilos.

1.2.5.Otras propiedades

Finalmentey apesardelcomportamientodiferencialquehemosvisto que
exhibela IgG4,compartealgunaspropiedadesconlas otrassubclases.Su vida media
enplasma,semejantea la IgG1 e lgG2, esde 11-21 días.UneproteínaA deStaphylo-

coccusaureusa travésdeun sitio no muy biendeterminadoentrelas regionesC112y
en el que la existenciade una histidina en posición 435 es fundamental.

TambiénuneproteínaG con la mismao inclusomayorafinidadquelasotrassubcla-
ses.
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1.3. REGULACION DE LA RESPUESTAINMUNE DE IgG4

Sesabequeexisteunarestricciónenla síntesisde lasdiferentessubclases
deIgG comorespuestaadiferentestiposdeantígenos.En el casode la IgG4, tantosu
lenta aparición en los niños hastaalcanzar los niveles adultos,como su tardía
apariciónen las respuestasinmuneshacenpensaren un procesode maduracióny
regulacióndiferenteal restode lassubclases.A la horadeestudiarla presiónselectiva
haciaunau otra subclasecomorespuestaa un Ag hayquetenerencuentafundamen-
talmente,el tipo y presentacióndelAg y los mecanismosdecontrol de las célulasB
productorasde 1g04.

Se producenanticuerposIgG4 frentea un gran númerode proteínas,casi
todascélulasT-dependientes,incluyendoantígenosalimentarios,de parásitos,vene-
nos, etc, tanto si son antígenosinhaladoso ingeridos.Porotro lado,parecenexistir
evidenciasque sugierenque la respuestade IgG4 se modifica con el tiempo de
estimulación.Enestesentido,Aalbersey col. (1983a)demostraronquela proporción
deanticuerposlgG4 anti-PLA enun grupodeapicultoresaumentabaconel númerode
picaduras.Sin embargo,hastarecientemente,no se teníandatossobresu comporta-
miento en la respuestahumanaprimariay secundariadespuésdeunainmunización,
Puestoque para muchosAg naturaleses difícil definir la exposiciónprimaria y
secundariayaqueno esfácil excluircontactosprevios,el grupode Bird y col. (1990)
eligió a la glicoproteinahemocianinade lapa(KLH) comoAg. Segúnestosresulta-
dos, la IgG4 sigue un desarrollototalmentediferentea las otras subclases.Como
respuestaa la inmunizaciónprimaria, no se detectaIgG4 durantelos 4 primeros
mesesy sólo apartir del 6% comienzaa aumentarel título de los anticuerposIgG4
coincidiendoademás,con la pérdidade título de los anticuemoslgG1. Además, la
respuestasecundariade IgG4 estardía,sugiriendoquesedebeproducirun retrasoen
algún mecanismorequeridoen la maduraciónde las células B comprometidas.En
cuantoa la afinidad,el perfil de maduracióntambiénesdiferenteparala lgG4; las
poblacionesdeanticuerposde IgG4 dealtaafinidadaparecenal final de la respuesta
primariaconincidiendoconla pérdidadeafinidaden los anticuerposIgG1 y unavez
establecidas,persistenduranteaños.En la generaciónde las células B de memoria
capacesde producir unarespuestarápiday de granafinidad deIgG despuésde una

segundaestimulaciónconel Ag, parecedegranimportancialaretencióndelAg en las
célulasfolicularesdendríticas.Los sitiosdondeel Ag persisteen formadeinmuno-
clomplejoslargosperíodosde tiempo esen lascélulasfolicularesdendríticasen los

centrosgerminalesy estapermanenciaesdependientede la fijación decomplemento
por inmunocomplejosAg-Ac. Recientemente,se ha observado(Bird y col., 1988)
quecuandoexisteunadeficienciagenéticadel C3 o de otro componenteinicial del
complemento,queparecenesencialesparala localizaciónde los inmunocomplejosen
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los centro germinales,existetambiénuna clara deficienciade estasubclase,lo que
apoyaríala idea de que el desarrollode los anticuerposlgG4 dependierade la
retenciónantigénicaenestoscentros.

Uno de los factoresmásimportantesen el estudiode la regulaciónde la
IgG4 es el papel de las célulasT. Las célulasT jueganun papel importanteen la
expresiónisotípica,actuandoatravésde diferenteslinfoquinasen la activacióny di-
ferenciaciónde las célulasB. En los últimos cinco añossehanconseguidoavances
importantesen el estudiode los mecanismosde regulaciónde las subclasesdeIgG y
de la IgE. En esteavance,hanresultadodegran importancialos estudiosrealizados
en ratón por el grupo de Mosmann y col. (1986). Estos autoreshan descrito la
existenciade células 1-helper(Th) con patronesdiferentesde secreción:Thl que
secretaninterleuquina(IL)-2 e interferón(IFN)-y y linfotoxinas y Th2 quesecretan
IL-4, IL-5 y probablemente11-6.Asimismo, sesabequela 11-4inducela síntesisen
ratónde IgEe lgG1 y queel IFN-’yy laIL-2, la inhiben.Enel casohumano,aunquela
existenciadeestadivisióndecélulasT no estáclaramentedemostrada,si sesabeque
existen diferentes tipos de células T con diferentes modelos de producción de
linfoquinas.La síntesisde lgG4 humana(como la de IgG1 deratón) junto con la de
IgE es inducidain vitro por IL-4 e inhibida por 11-2 e IFN-y (Spiegelberg,1990).
Puestoque la IgG4 humanapareceanálogaa la lgG1 de ratón, al menosen su
regulaciónpor IL-4 y en otraspropiedadescomosu incapacidadparaactivarcomple-
mentoy sualtamovilidadelectroforética,el estudiodel mecanismoderegulaciónde
la lgG1 podríaservircomomodeloparaayudaracomprenderlo queestáocurriendo
con la IgG4 humana.

Finalmente,aunquelas célulasT regulenla maduraciónde las célulasB,
tanbiénpuedenexistirmecanismosintrínsecosespecíficosdelascélulasB queaúnno
seconocen.En estesentido,la respuestatardíade IgG4 podríasimplementereflejarel
cambiode clasea esteisotipoqueesel másdistal del gen,pero tambiénpudieraser
queseformasencélulasB comprometidascomorespuestaal primercontactocon el
Ag, peroqueno sediferenciarany maduraranhastacontactosposterioresconel Ag.

1.4. PAPEL DE LA IgG4 EN LA PROTECCION FRENTE A
INFECCIONES

Los anticuerposIgG4 humanosparecenjugarun papelexcepeionaldentro
del restode lassubclasesde IgG. A pesarde representarmenosdel5%delcontenido
total de IgG, su contribuciónen algunoscasoses muy superiora estaproporción,
llegandoa ser la subclasepredominante.Debidoa lascaracterísticasestructuralesy
biológicas que ya se han mencionado,así como las patologíasque parecenestar
asociadascon ella, hacenqueprobablementesea la subclasehumanade IgG más
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importantedesdeel puntodevistaclínico. Los nivelesde los anticuerposIgG4, tanto
totalescomoespecíficos,seencuentranalteradosendiferentestiposdeenfermedades
y normalmenteestasalteracionesvanparalelasalasde IgE. Ademásde lasalteracio-
nes que sufre estaIg en la Alergia y su relacióncon la hipersensibilidadque más
adelantesedetallará,estasubclasepareceestarasociadaadiferentestiposdeafeccio-
nesquesecaracterizanporquelos nivelesde IgG4 seencuentranmuy desplazadosde
la media.

-Altos nivelesde lgG4
Fibrosísquisticacaracterizadapor la apariciónde anticuerposlgG4 específicos

queparecenestarasociadoscon unbloqueodel aclaramientoinmunenormaly de los
mecanismosinflamatorios(Moss,1988).

Enfermedadespulmonarescrónicasacompañadasde altosnivelesen suerode
IgG4, queestánasociadasa un grannúmerode síndromes(bronquitiscrónica,mico-
sis,síndromedeLoffler, etc.).

Infecciones parasitarias.La respuestamáscaracterísticaqueseasociacon las
enfermedadesparasitariaspor nematodos(esquistosomiasisy filariasis)esunaeleva-
ción de los nivelestotalesy específicosde IgE. Sin embargo,el pape]de la 1gB no
estábiendefinido;pareceserqueatravésde la activacióndelascélulasinflamatorias
y de la liberacióndefactoresqueamplificanestarespuestaprovocala destrucciónde
estosparásitos(Caprony col., 1982).Paralelamente,se detectantambiénaumentos
muy acusadosen los niveles de IgG4 que probablementeestén encaminadosa
modificar la respuestainmunedel huésped.Aunqueno sesabeel papel quepueda
jugar,el patróndereconocimientoantigénicoqueexhibecoincideconel de la IgEen
la filariasisy sehasugeridoquepodríaactuarevitandolas reaccionesdehipersensibi-
lidad,comolo demuestrael hechodequeen la mayoríade los pacientesquepadecen
estasenfermedadeslas respuestasalérgicasson nulas.

-Deficienciasen los nivelesde lgG

,

Las deficienciasde lgG4 puedenser un fenómenoaisladoo presentarseen
combinacióncon deficienciasdeotrassubclasesde ígG(Oxelius. 1979),o inclusode
otros isotipos. Normalmenteaparecenasociadascon otras deficienciassegúnel si-
guienteorden: IgG2 > IgA > IgG1 >IgE. Estasalteracionessecaracterizannormal-
mentepor estarasociadasprincipalmentea enfermedadesrespiratorias.El principal
problemaqueplanteael estudiode las inmunodeficienciasde lgG4 ha sidoel empleo
de ensayoscon la suficientesensibilidadparavalorarnivelesbajos de IgG4 y poder
establecerclaramentelos nivelesde IgG4 queseconsideranpor debajode lo normal.
Heinery col. (1983) establecieronunaclasificaciónsegúnla cual concentraciones
entre0.1-10pg/ml de IgG4 estánasociadassiempreconestetipo de enfermedadesy
por encimade 10 pg/ml, existeun solapamientoentreindividuos sanosy pacientes.
Es interesantecomentarque puestoquela IgG4 no activa complementoe inhibe la
formación de inmunocomplejos,su ausenciao su presenciaen concentraciones
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anormalmentebajasllevaríaa un aumentoen la formaciónde estoscomplejospor
otrassubclaseslo queprovocaríaunapredisposiciónadesarrollarprocesosinflama-
tonosy acontraerinfecciones,queesprecisamentelo queocurreenestasenfermeda-
desasociadascon la deficienciade lgG4.

Todosestosdatosjuntoconla proporcióntanelevadadeestaIg enla leche
maternaparecenindicarquela IgG4 ejerceunaimportantefuncióncomoanticuerpo
protectoren la resistenciainmune.

1.5. PAPEL DE LA IgG4 EN LA ALERGIA

De todaslassubclaseshumanasde IgG, la quemayoratenciónharecibido
ha sido la IgG4, precisamentepor su aparenteasociacióncon las reaccionesde
hipersensibilidad.

Cuandounareaccióninmunitariaseproducede formaexageradacausan-
do lesionesdespuésde un segundocontactocon el Ag seaplicael términode hiper-
sensibilidad,y de los 4 tipos existentes,el quemáscaracterizaa las enfermedades
alérgicasesel tipo 1 o hipersensibilidadinmediata.El términode alergiasedefinió
inicialmentecomo“reactividadalterada”, indicandoque la respuestainmuneque se
produceen las reaccionesalérgicasimplica todaunaseriede mecanismosefectores
queestándirigidoscontraantígenos(denominadosen estecasoalergenos)ambienta-
les que intrinsecamenteno son prejudiciales.Más tarde, se definió el término de
atopíaque indica un estadode hipersensibilidadanormalal queestánpredispuestos
un grupodeterminadodeindividuos.La sintomatologíaatópicaincluyetodaunaserie
deenfermedadescomoasma,rinitis, urticaria,eczemaatópico,etc.

El mecanismode acción en el que estánbasadasestasreaccionesde
hipersensibilidad(también llamadasanafilácticas)estábasadoen la sensibilización
demastocitoso basófilospor partedeunosanticuerposcomoconsecuenciade la ex-
posicióna un Ag. Trasun segundocontactoconel Ag, sedesencadenanunaseriede
reaccionesencaminadasala liberacióndemediadoresquesonlos responsablesdelas
manifestacionesclínicasqueseproducen.Estetipo de Ac capacesdesensibilizarson
los denominadoscitotrópicoso anafilácticos,quecuandosólo son capacesdesensi-
bilizar célulasde la mismaespeciesedenominanhomocitotrópicos.En el casohuma-
no, estosanticuerposse identificaroninicialmentecon la IgE.

Las característicasmásimportantesde la IgE aparecenen la Tabla1.2. Se
diferenciafundamentalmentede los Ac IgG en su concentraciónsérica,representan-
do menosdel 0.001%del contenidototal de Ig y por su estructura,ya queposeeun
dominio deFc extra (C114) y por un alto porcentajede carbohidratos(12%).Por el
contrario,seasemejaa la JgG4fundamentalmenteporqueno activacomplemento.
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PROPIEDADES IgE

Pesomolecular 188.000
Dominios CH 5
Carbohidratos 12%
Coeficientesedimentación 82
Porcentajeen suero 0.001%
Activación decomplento Negativo
Vida media 2 días

Tabla 1.2. PROPIEDADESDE LA IgE

Finalmente,comoyasehamencionado,lo máscaracterísticoessu impli-
caciónen la sensibilizaciónde mastocitosy basófilos.Comorespuestaa un Ag, en
estecasoalergeno,seproduceuna síntesisde IgE por partede las célulasB previa
presentacióndelAg por lascélulaspresentadorasdeantígeno(APC)y la cooperación
decélulas1. EstaIgE seuneamastocitosy basófilosa travésde sureceptordealta
afinidad Fc~RI y cuandose producela agregaciónde los receptores(puenteode
receptoreso ‘crosslinking’), seinicia la activacióncelular. Como resultadode la
acciónde las fosfolipasasA2, C y D, bien por interaccióndirecta con el receptor
agregadoo a travésde una proteínaG, se generaríaninositol-fosfatosy diacíl-
glicerol, que actúancomopotentessegundosmensajerosy ácido araquidónicoque
por la acciónde lipooxigenasasy ciclooxigenasasdaríanlugara la formacióndeme-
diadoresno preformados(leucotrienosy prostaglandínas).Juntoconel aumentode la
tasadehidrólisisdefosfolípidos,seproduceun incrementoen la concentraciónintra-
celulardeCa

2~. La formacióndecanalesde Ca2~quepermitensu entradaen la célula
esfundamentalya queesteesnecesariono soloparaactivara la fosfolipasaA

2, sino
parala liberaciónde mediadorespreformados.Todosestoscambios,quesedetectana
los pocossegundosde la agregacióndel receptorde IgE, provocanpor mecanismos
no bien conocidosunaagregacióndemicrotúbulosy la liberaciónde los mediadores
preformados,como la histamina,almacenadosen gránulosde secreción(Metzger,
1991).

Aunquelos anticuemos1gB seanlos principalesresponsablesde lasreac-
cionesdehipersensibilidad1, existendatosquesugierenla implicacióndeotrasIg en
estetipo de comportamiento.Existen una serie de sugerenciasque segúnalgunos
autores,podríanapuntarhaciala IgG4 comoel segundoanticuerpoanafiláctico,que
estánbasadasen los siguientes datos:

- La existenciade propiedadescomunesconla IgE, comosu regulación.
La síntesisde IgE y de lgG4 esinducidapor IL—4 e inhibida por IL-2 e IFN-y Sin
embargo,aunqueaparentementeexisteestaregulaciónparalelade ambaslg in vitro,

no está claro si esto se correspondecon lo que de verdad estápasandoen el
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organismo.De todos los aspectosasociadosconsu mecanismoderegulación,el más
relacionadocon el temade estetrabajoesprecisamentelas diferenciasquepuedan
existiren los pacientesatópicos.Enestesentido,seríainteresantesabersi el estadode
atopiaestáasociadoconalgunaalteraciónen el efectode la 11-4sobrela secreciónde
IgG4 e IgE. Recientemente,sehanhechoestudiossobreel efectode IL-4 e ¡FN-yen
la secreciónde IgE e lgG4enpacientesalérgicos,aunquesin obtenerseningunacon-
clusión.Así, Spielgelbergy col. (1991)encontrarondiferenciasen la secreciónde IgE
e IgG4 entreindividuosnormalesy pacientescondermatitisatópica,de tal formaque
en los controlesseproducíamuchamáslgG4 queIgE, mientrasqueen los alérgicos
aunquetambiénexistíaestadiferencia,estaeramuy pequeña.Estosdatossin embar-
go, no han sido corroboradospor otros autores(Ndssleiny col., 1991) que no han
encontradoningún efectodiferenteen la regulaciónde IL-4 sobrela producciónde
IgE o lgG4 en un grupodepacientescondiversasenfermedadesalérgicas.

- El comportamientode la IgG4 enla mediaciónde liberacióndehistamina
en los estudiosrealizadosiii vítro (Introducción1.5.1).

- El comportamientoséricode la IgG4 en las enfermedadesalérgicas.Se
sabeque existeun incrementoselectivode los nivelesespecíficosy totalesde esta
subclasehumanaasociadoconciertascondicionesdehipersensibilidad(Introducción
1.5.2).

Sin embargo,el papelde la lgG4 enlaAlergiaestáaúnpordefinir y existen
datosquepodríansugerirquesucomportamientono seríael deun anticuerposensibi-
lizante,sinoquetendríaunafunciónprotectora,lo quellevaríaaestudiarsu papelen
los tratamientosde las enfermedadesalérgicas.De todos los tratamientosexistentes
encaminadosaerradicarla sintomatologíaalérgicalos másutilizadosy eficacesson
los de inmunoterapia(IT> o hiposensibilización,queconsistenen la administración
de repetidasdosiscrecientesdel alergeno.El interés por estostratamientossurgió
cuando se observó que la sangrede pacientestratados con extractospolínicos
transferidaa un paciente no tratado aminorabalos síntomas.Posteriormente,se
demostróqueexistíaun factor quebloqueabala acciónde la IgE y quemástardese
identificócon el isotipoIgG. La formacióndeestetipo deanticuerposesuno de los
mecanismosmásimportantes,aunqueno el único, quepuedeser responsablede la
mejoríaclínicaqueexperimentanlos pacientessometidosa IT. EstosAc sedenomi-
nanbloqueantesy su funciónconsisteenunirseal antígenoformandocomplejosno
precipitantes,evitandodeestaformaqueel Ag seunaa la IgE ligadaalos basófilosy
mastocitos.Aunqueaúnno sehanidentificadodeforma concluyente,existensuge-
renciasque podríanindicar que la IgG4 seríaresponsablede estecomportamiento,
entrelasquedestacanlas siguientes:

Algunas de sus propiedadesbiológicas,como su monovalenciay su
incapacidadparaformar inmnocomplejosdegrantamañoy deactivarel complemen-
to, quele llevaríanaejercerunafuncióninmuneprotectora.
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Los títulostanelevadosde IgG4 queposeenlos apicultoresasociadosauna
gran protecciónfrentea las picadurasde abeja.

Y fundamentalmente,su comportamientodurantelos tratamientosde IT.

1.5.1. Implicación dela IgG4en la liberación de mediadores

Ademásde la 1gB, parecequehayotrasIg declaseIgG implicadasen las
reaccionesde hipersensibilidad,quedesdela demostraciónde la existenciadeunos
anticuerpossensibilizantescon un coeficientede sedimentación75 y unamovilidad
electroforética alta en cobayas,se han descritoen numerosasespeciesanimales.
Parish (1970) fue el primero en presentarevidenciassobreestosanticuerposen el
hombre.Mediante reaccionesde ACP (anafilaxiacutáneapasiva), demostróque
suerosde pacientesalérgicosa alimentosy a la toxina del tétanos erancapacesde
transferirunaactividad sensibilizantea la piel del mono, aunquesólo durante1-4
horas,adiferenciade la actividadmediadapor IgE quepermanecevarios días(por
estarazónse les denominósensibilizantesacortoplazo).Sediferenciantambiénde la
IgEporquesontermoestables,esdecir,sucapacidadparasensibilizartejidosno seve
afectadapor el calentamientoa 56

9C. En cuanto a la posibilidadde que existan
receptoresespecíficosen basófilosparaestosanticuerposde igual formaqueparala
IgE, Ishizaka y col.(1972) observaronque anticuerposanti-lgG eran capacesde
inducir liberación de histamina(LH) en algunosindividuos atópicos y que los
basófilosde algunosde estos pacientesconteníanlgG en pequeñascantidades.A
partir deestemomento,la mayoríade los estudiosrealizadoshan intentadodetermi-
narcuálesla subclasedeIgG humanaresponsabledeestecomportamiento.

El primerdatoquehizoquesepensaraenquela lgG
4 podríacomportarse

comoanticuerpoanafilácticolo obtuvieronStanworthy Smith (1973)medianteestu-
dios de inhibición de ACP en monos.Estos autores observaronque al igual que
podíaninhibir la sensibilizacióncutáneamediadaporIgE mediantela inyecciónpre-
via de una proteínade IgE, conseguíanlos mismosresultadoscon unaproteínade
lgG4. Y enestosdatossebasaronparasugerirque, o bien lasproteínasde lgG4 inte-
raccionabancon los receptoresFc de la IgE en el basófilo, o bien lo hacíancon
receptoresespecíficosde IgG4 quedealgunamaneraestabaninterrelacionadosy que
la ocupaciónde los de IgG4 obstruíala unión posteriorde la ¡gE. Sin embargo,
ningunade estasdos teoríashasido demostradahastaahoray además,estosresulta-
dos inicialesqueparecíanimplicar a la lgG4 en la anafilaxis, no pudieronserrepro-
ducidosporotros autorescomoporejemplo,Malley (1974).Estacontroversiainicial
fue el inicio de lo queha ocurrido hastaahoraen los estudiosquesehanrealizado
encaminadosadefinir el papelde la IgG4 en las reaccionesde hipersensibilidad.Fun-
damentalmente,sehanrealizadodos tiposdeexperimentos:
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Determinar si se produceliberación de histamina(LH) despuésde
incubarleucocitoshumanosconanticuerposanti-IgG4.

2.- Determinarla capacidadsensíbilizantede la lgG4. Pararealizarestos
experimentos,los leucocitoshumanosseincubanconmielomasde lgG4 o con sueros
con alto contenidoen IgG4 específicafrente a un determinadoalergeno.Posterior-
mentesecompruebasi al añadirlos Ac anti-1g04seproduceun aumentoen la LH, o
si la incubaciónconel alergenoconducea la liberacióndehistamina.En la Tabla 1 .3
semuestraun resumende los trabajospublicadosal respecto.

Referencias Anticuerpo Liberación Sensibilización
anti-IgG4 histamina

Vijay y Perelmuter Policlonal Positiva Positiva
(1977) (oveja)

Nakagaway col. Policlonal Positiva Positiva
(1981, 1983) (oveja)

Van Toorenbergery Policlonal Negativa Negativa
Aalberse(1981,1982) (conejo,oveja)

(+50% D20)

Fagany col. (1982) Monoclonal Positiva Negativa
(+33% D20)

Poulseny col. (1988) Policlonal/monoclonal Negativa Negativa

Beavaisy col. (1990) Monoclonal(Fc) Positiva/Negativa NR

(±40%D20)

Tabla 1.3. LIBERACION DE HISTAMINA MEDIADA PORlgG4. (NR) Experimentono

realizado.

Comosepuedeverenla tabla,solóalgunosinvestigadoreshandescritola
mediaciónde la IgG4 en la LH mediantela incubaciónconAc anti-IgG4policlonales
(Vijay y Perelmutter,Nakagaway col.) o monoclonales(Fagany col.). Sin embargo,
otros autoresrepresentadosfundamentalmentepor el grupo de Aalberse,fueron
incapacesdereproducirlos mismosresultados.Más controvertidaesaúnla aparente
actividadsensibilizantede la IgG4 yaquesólodosgruposdeinvestigaciónconsiguie-
ron quedespuésdeincubarleucocitoshumanoscon IgG4 (paraproteinaso sueroscon
concentracionesaltasde1g04)seprodujeraun aumentoen la la LH posteriormediada
por anticuerposantí-lgG4(Vijay y Perelmuttery Nakagaway col.). Aunque en la
tabla no se menciona,en ningún caso se ha podido demostrarque la IgG4 pueda
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mediarla liberaciónde formadirecta,esdecirincubandolascélulasconun suerocon
lgG4 específicafrenteaun alergenoy utilizandoéstecomoagentedesencadenante(lo
queocurrein vivocon la IgE). Todosestosdatosllevaronamuchosautoresaconside-
rar quela lgG4 no secomportabacomoun anticuerpoanafiláctico.Ademásde estos
resultadosiniciales,másrecientemente,sehanllevadoacaboestudiosdesensibiliza-
ción y LH mediadapor IgG4(Poulseny col., 1988 y Beauvaisy col.,1990)y denuevo
los resultadosobtenidosresultan conflictivos y poco aclaratorios.Existen dos
aspectosquehanpodidocontribuir ala horadecrearestacontroversia.Uno deellos,
esel empleodediferentestiposdereactivos(algunospoliclonales,otrosmonoclona-
les)con cracterísticasdiferentesy especificidadesno siemprebiendefinidas.El otro
factor que tambiénhay que considerar,es la realizaciónde los experimentosbajo
condicionesno fisiológicas, utilizandoaguapesada(D20). El D,O esun agenteque
estabilizalos microtúbulospotenciandola LH (Granty col. 1977). El empleodeeste
agenteconducea liberacionesde histaminaespontáneasmuy elevadas,lo quepuede
induciraerroressi no secomparanlos resultadosen suausencia.De hecho,Beavaisy
col. (1990)obtuvieronLH sólo enpresenciade D20.

1.5.2.Comportamientoséricode la IgG4 en lasenfermedadesalérgicas

Como los resultadosiniciales obtenidosmediantelos experimentosde
anafilaxiscutáneapasivay liberacióndehistaminano parecíanmuy concluyentes,se
buscaronnuevosdatosquepudieranapoyarla teoríade quela lgG4 esun anticuerpo
anafiláctico.Paraello, se llevaronacabodeterminacionesde susnivelesséricosen
diferentespatologíasalérgicas,fundamentalmenteasma,eczema,y alergiaalimenta-
na. El fin de estosexperimentoseraestudiarlas alteracionesqueseproducíanen la
concentración de lgG4 y su posible relación con la sintomatologíaalérgica.Sin
embargo,los resultadosque hastaahorasehan obtenidoy quese detallanen este
capítulo, no son concluyentes.

Asma

El asmabronquialesunaenfermedadcrónicacaracterizadapor unahiper-
irritabilidad de la mucosabronquial.Se distinguen 2 tipos: asmaintrínseco,queno
tiene origen alérgicoy asmaextrínsecoo atópico,quees el máscomúny tiene un
origen alérgicoy sueleir acompañadode otrasmanifestacionesatópicascomoriniús
y eczema,asícomocon un aumentode los nivelesde IgE. Secaracterizaporquesólo
seproducenataquescomoconsecuenciade la exposiciónalergénica(polen,ácaros,
epiteliosdeanimales,etc.).Los pacientesasmáticosmanifiestan2 tiposderespuesta
bronquialcomoconsecuenciade la inhalacióndealergenos,unainmediata,típicade
reaccióntipo 1, y unatardíavarias horasdespués,queno siempreseproducey que
pareceserla responsablede la sintomatologíamásgravey noestaasociadaa IgE. En
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cuantoa la respuestainmunológica,de acuerdocon Gwynny col., (1979)existen3
tipos:

-Respuestade IgE
-Respuestacombinadade IgEIIgG4

-Respuestade IgG4
Segúnlos estudiosde Gwynn y col. (1982),la mayoríadelos pacientesas-

máticossufren un incrementode los nivelesde IgG4 total, ya seanatópicoso no.
AdemásaparecenanticuerposIgG4 específicosfrenteanumerososalergenos,no sólo
frenteaalimentossino tambiénfrenteapoleny polvo decasa(respuestacaracterísti-
cade IgE). SegúnestosautoresestosAc podríanjugarun papelclínicamenteimpor-
tanteyaquepodríanserresponsablesde la respuestaasmáticatardíacuandono están
acompañadosde anticuerposIgE seproduceunarespuestatardíatrasla provocación
conel alergenoy cuandoademásestápresentelaIgE la respuestaesdual,inmediatay
tardía. No obstante,en estudiosrealizadosmás recientemente,no se ha podido
establecernigunacorrelaciónentrepresenciadeAc IgG4específicosy severidaddela
enfermedad,lo quesugeridaqueestosanticuerposestaríanindicandoexclusivamente
unamera exposiciónal alergeno(Homburgery col.,1988).

Dermatitisatópicay alergiaalimentaria
La implicaciónde la IgG4 en estasdos situacionesclínicaspareceestar

estrechamenterelacionada.La dermatitis atópicasuele estarasociadacon asmay
rinitis y secaracterizapor desarrollarseunaelevaciónmuy acusadade los nivelesde
IgE, lo queenprincipiopareceindicarquese tratade unaforma dehipersensibilidad
alérgica.Sin embargo.adiferenciadelaspatologíasrespiratoriasclaramentemedia-
daspor IgE, el eczemaesunarespuestatardía y el papel patológicode la IgE no
parececlaro.Estaenfermedadsecaracterizaademásporqueestáasociadaconniveles
extremadamentealtosdeIgG4. Estealtocontenidoen 1g04 total tambiénvaacompa-
ñadode la apariciónde anticuerposespecíficosfrenteaalergenosinhalantesy sobre
todo alimentarios(Shakiby col., 1984),cuyarelevanciaclínicaestásin determinar.

Existen algunosdatosquesugierenla mediaciónde los anticuerposlgG4
en la hipersensibilidadgeneradapor los alimentosquesecaracterizapor ser de dos
tipos: unainmediata,queva asociadaconurticaria,asmay anafilaxisy esdependien-
te de IgE y otra tardía, quesemanifiestaconasmay sobretodoeczemay no parece
dependerde IgE. Sin embargo,a la horade considerarel papelquepuedajugar la
IgG4, losdatossoncontradictoriosy hayquedistinguirlasrespuestasqueseproducen
en niños y en adultos.Paraalgunosautores(Shakib, 1988), la apariciónde estos
anticuerposenniños no tienenningunarelevanciaya quetambiénestánpresentesen
individuossanos.Segúnestateoría,formaríanpartede la respuestainmunegeneral
frente a los alimentos,de tal forma que apareceríancomo consecuenciade una
exposicióndiaria a los Ag e irían disminuyendocon la edadsalvoen aquelloscasos
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en los que existe una permeabilidadintestinal anormal,dondecomo es lógico se
produceuna estimulaciónantigénica crónica. En adultos,de nuevo, no es fácil
establecerla correlaciónentrealergenoalimentario,lgG4 y sintomatología,porque
aunqueesen los pacientesatópicosdondelos nivelesde lgG4 son significativamente
máselevados(Morgany col,, 1990),en la mayoríade los individuossanosesposible
detectarsu presencia.

Todosestosresultadosindican por tanto,queaúnno estádeterminadosi
lasalteracionesséricasqueexperimentanla lgG4 sonresponsablesde la sintomatolo-
gíaalérgica.En estafalta de acuerdoinfluyen la dificultadparaestablecervaloresde
referencianormales,debidoal tipo dedistribuciónde la lgG4 asícomola variabilidad
en los ensayosempleados.

1.5.3. Comportamiento de la IgG4 en los tratamientos de Inmunoterapia

Seha sugeridoquela IgG4 podríaparticiparen lasreaccionesdehipersen-
sibilidadconun papeldiferenteal anafiláctico.Por un lado,no todos los investigado-
reshanpodido demostrarsumediaciónen los procesosdeLI-l. Por otro, comose ha
mencionadoanteriormente,no existe unaclaracorrelaciónentrela aparicióndeestos
anticuerposy la sintomatologíaalérgicay si existecorrelación,esconla apariciónde
reaccionestardías,diferenciándoseasídel comportamientode la IgE. Finalmente,
existe cierta evidenciaexperimentalsobre el papel protectorde la IgG4 en ciertas
condicionesen las que se produceuna estimulaciónantigénicaprolongada(trata-
mientosde IT, apicultores,etc.). Estos hechosllevaron a Aalbersey col.(1983a)a
sugerirquela produccióndeestasubclasereflejabaunaestimulacióncrónica,natural
o no, pudiendotenerun papel fisiológico comoanticuerpobloqueante.

Aunqueno estáclaroni sumecanismodeacciónni sueficacia,la mejoría

clínica asociadaa los tratamientosde IT (administraciónde dosis repetidasde
alergeno)seha atibuidoa unaseriede mecanismosinmunológicosentrelos que se
incluyenla supresiónde la síntesisde IgE y la produccióndeAc lgG específicosdel
alergenoquesonlos denominadosbloqueantes,quesecaracterizanpor sertermosta-
bIes, por competirpor el Ag con los anticuerposanafilácticos(paralo cual hande
estardirigidos frente a las mismasmoléculasquela IgE) y por no formarcomplejos
precipitantes(Van der Zee,1986a).

Durantela IT seproduceunarespuestarestringidade IgG1 e IgG4,aunque
a lo largo del tratamientoseproduceun cambiogradualde tal formaquela produc-
ción predominantees de lgG4. Aunque algunos autores sugierenque ambas Ig
actuaríancomo bloqueantes(Djurup y col., 1985), todas las evidenciasparecen
apuntara la IgG4 comola responsablede estecomportamiento,implicandoa la IgG1
en la supresiónde la síntesisde IgE. El problemafundamentalsurge a la hora de
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correlacionarla eficacia y mejoríadel tratamientocon los hechosinmunológicos
ocurridos.En estesentido,no estáclaroel valorpredictivoni dela disminuciónde los
niveles de IgE, ni de la presenciade IgG4. Sólo en las alergiasa venenosesta
correlaciónesclara,mientrasqueenlasalergiasaalergenosinhalanteslos resultados
soncontradictonos.

La evidenciamásclara de quelos Ac lgG bloqueantesejercenun papel
protectorprovienede los resultadosobtenidosen los tratamientosdehiposensibiliza-
ción convenenodeabeja,dondesu producciónestácorrelacionadaconla protección
clínica. Además,Lessofy col. (1977) demostraronque la adiministraciónpasiva
medianteinyeccionesde gammaglobulinadeapicultoresa pacientesalérgicosestos
adquiríanprotecciónfrenteanuevaspicaduras.Comoconsecuenciade los tratamien-
tos de IT con venenos,seproducenAc IgG1 e lgG4, aunquemásdel 70% de los
anticuerposespecíficosdel componentemayoritatiodel veneno,PLA2, son de clase
lgG4 (Heiner, 1980, Aalbersey col., 1983a, (Jrbaneky col., 1986),manteniéndose
nivelesaltosde estasubclase,asícomoJaprotecciónclínica incluso2 añosdespués
de finalizar el tratamiento. Sin embargo,la contribución de la lgG1 pareceser
cuantitativamentemásimportanteenlas fasesinicialesdeltratamiento.Estosdatosse
corroboranpor el comportamientode ambasIg en suero de apicultores,queestán
expuestosde forma naturalamayorcantidaddevenenoquelos pacientescon IT. En
estosindividuoslos nivelesde IgG4 específicason muy elevadosy secorrelacionan
con el número de picadurasque hayan recibido, mientrasque la IgG1 sólo es
predominanteen apicultoresprincipiantes.

De todos los tratamientosdehiposensibilizaciónconalergenosinhalantes,
quizás los másestudiadosson los realizadosfrente apólenesde gramíneas.Al igual
quecon los venenos,la respuestapredominanteesde IgG4 y estoinicialmentellevó a
algunosautores(Devey y col., 1976; Van der Giesseny col., 1976) a sugerir que
tambiénejercíaun papel protector.Sin embargo,existenalgunasevidenciasobteni-
das por algunosautoresque indican que la determinaciónde los nivelesde lgG4
específicano sirve comovalor predictivode la mejoríaclínica del paciente.En este
sentido,Djurup y Malling (1987)realizaron3 estudiosdiferentescondistintostipos
depólenesy encontraronqueen el 50%de los pacientesno seproducíamejoría , aún
teniendonivelesaltosde 1g04. En la mismalínea,ya el grupo deAalberse(1983b)
habíaobtenidoresultadossimilares,observandoademás,quela presenciadeniveles
altosde lgG4 específicaal principiodel tratamientoconduciríaa unafaltadeéxito al
final de la IT, porque indicaríanqueeste tipo de pacientessedanmássensiblesal
alergeno.

En cuantoa la producciónde IgG1 e IgG4 en IT conotro tipo dealergenos
como Dermatophagoides(Nakagawa, 1991), hongos(MaJling y Djurup, 1988) o
epiteliosde animales(Cuesta,1989), los resultadosobtenidoshastaahora,siguenla
mismatrayectoriaanteriormenteexpuesta.
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El hechode quela mayoríade los datosexperimentalesexistentessean
contradictorios,debidoen gran medidaa la diversidadexistenteen la metodología
empleadaencadacaso(extractos,ensayos,tiposdetratamientos,etc.),hacequesólo
sehayadefinido el papel fisiológico de la lgG4 de formacuantitativay en relación
conotrassubclases,comoinmunoglobulinapredominantedurantela IT.

1.6 OBJETIVOS

Los datosquehastaahorasehancomentadoen la Introducciónreflejan la
existenciade una gran controversiasobre la función que cumple la IgG4 en las
reaccionesalérgicas.El objetivo de estetrabajoprecisamente,ha sido obtenermás
informaciónquepermitaclarificarel papeldeestaIg humana,tantocomoanticuerpo
bloqueantecomoanafiláctico.Paraello,esnecesariodisponerdereactivosy métodos
quepermitandeterminarla relevanciadeestasubclase.En estesentido,aunquehay
variosanticuerposmonoclonales(AcM) anti-IgG4 descritos(Jefferisy col., 1985),la
mayoríapresentaproblemasen su utilización y secaracterizanpor serespecíficosde
un númeromuy restringidodeepitoposen la moléculade IgG4. Por otro lado,la falta
de resultadosreproduciblesen lasdeterminacionesde lgG4, pareceindicar la necesi-
dadde disponerde métodosde cuantificaciónde lgG4 de gran sensibilidady preci-
sión.A esterespecto,hayqueconsiderartambiénla dificultadplanteadaa la horade
comparardiferentesvaloracionesde IgG4 específicafrentea alergenos.Esto esasí,
debido a queexisten muy pocosmétodosquepermitancuantificare] contenidode
IgG4 específica,al igual queel de IgG4 total, de forma objetiva,medianteel empleo
depreparacionesde referencia(Adkinson, 1988).Teniendoen cuentaestasconside-
raciones,se decidió comenzarel trabajo preparandonuestrospropios reactivosy
ensayosde valoración.

En estetrabajo,sehanperseguidolos siguientesobjetivos:

1.- Obtención de AcM que fueran específicosde IgG4, intentandoaumentarla
respuestadirigida frentea epitoposdebilmenteinmunogénicos.Paraello, sellevó a
cabo una estrategiade tolerizaciónfrente a los epítoposcomunesde las cuatro
subclasesde lgG antesdelprocesode inmunización.

2.- Desarrollodemétodosdevaloraciónde IgG4.
- Puestaa puntodeun ELISA de gran sensibilidady con un amplio rangodetrabajo
paracuantificarlgG4 total.
- Puestaapuntode un ELISA de gran sensibilidadparavalorarIgG4 específicaque
además,fueracuantitativo.

3.- Cuantificaciónde los nivelesde IgG4 total y específicaen diferentespatologías
alérgicas,centrándosesobretodo en el comportamientoséricodeestalg durantelos
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tratamientosde inmunoterapia.El objetivo principalen estecaso,fue el estudiode la
IgG4 comoanticuerpobloqueante.Paraello seanalizaronlos siguientespuntos:

- NivelesdeIgG4 total
- Nivelesde IgG4 específica
- CorrelaciónentreIgG4 total y específica
- Determinantesantigénicos frente a los cuales estádirigida la respuestade
IgG4 en la inmunoterapia.

4.- Estudios sobre la posible implicación de la IgG4 en la liberación de mediadores
anafilácticos:histamina,leucotrienos,etc.Paraello, se llevaronacaboexperimentos
enlos quesedeterminóla liberacióndemediadoresdespuésdeincubarlos leucocitos
humanosconlosdiferentesAcM anti-lgG4obtenidosen estetrabajo.Estosresultados
se compararonademás,con los obtenidoscon AcM anti-lgE. El objetivo de este
estudiofue determinarel posiblecarácteranafilácticodeestainmunoglobulina.
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2.1.ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los ratonesBalb/c utilizados para la obtención y producciónde los
anticuerposmonoclonalesfueronsuministradospor Iffa-Credo(Lyon, Francia).

2.2.SUEROSY MUESTRAS DE SANGRE HUMANA

Para la determinación de IgG4 total, utilizamos un suero previamente
calibradoen su contenidode IgG4 frente a la referenciainternacionalde la Organi-
zación Mundial de la Salud (OMS) 67/69, amablementecedidopor A. Jiménez
(Hospital La Paz, Madrid, España).Como suero de referenciapara el ensayode
IgG4 específica,utilizamos una mezclade sueros de pacientessometidosa un
tratamientode IT con Phleumpratense , suministradospor el Dr. Fernándezde
Corres(HospitalSantiagoApóstol, Vitoria, España).El grupodesuerosdedonantes
no atópicosutilizados comocontrolesen diversosestudiosde este trabajo fueron
suministradospor el Hospital Ramóny Cajal (Madrid, España).La procedenciadel
restode los suerosde pacientesatópicosse indica en cadacaso.Las muestrasde
sangreempleadasen los experimentosde liberaciónde histaminafueron donadas
voluntariamentepor trabajadoresdeAlergiae InmunologíaAbelló, S.A.

2.3. EXTRACTOS ALERGENICOS

Todos los extractosalérgenicosempleadosprocedende Alergiae Inmu-
nologíaAbelló, S.A.

2.4. INMUNOGLOBULINAS Y ANTICUERPOS

Las 17 paraproteinas humanas que representan a las diferentes subclases
de IgG fueronsuministradaspor el Dr. E Skvaril (WHO¡IUIS, Ig Subcomite)(Tabla
4.2). La IgG4 humana P-L fue amablementecedida por el Dr. P. Lerch (Red Cross,
Ginebra,Suiza). La IgA humanapoliclonal procedede Sigma(St. Louis, EEUU),
la IgM humana policlonal de Miles Laboratories(Naperville, EEUU) y la IgE
humanamonoclonalde Serotec(Oxford, GranBretaña). Las cadenasligerashuma-
nas purificadas fueron cedidasgenerosamentepor el Dr. Conde (Hospital Ramón y
Cajal). Los antisueros de oveja específicosde las 4 subclasesde IgO humana se
obtuvieronde Miles Laboratories.Los antisuerosde ratón utilizadosparala deter-
minación del isotipo de los AcM se compraron a Nordic Immunologic Labs (TU-
burg, Holanda).Los anticuerposde cabra anti-ratón(GAM) fueron obtenidosen
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nuestro laboratorio. Se prepararonpor cromatografíade afinidad a partir de una
mezclade suerosprocedentesde 2 cabraspreviamenteinmunizadascon IgG de
ratón. Los AcM anti-IgE así comoel AcM anti-IgG1 utilizadosen los ensayosde
liberaciónde histaminay de inmunoterapiafueron obtenidospreviamenteen nues-
tro laboratorio (Sánchez-Madridy col., 1984; Moscosodel Prado y col. , 1991;
Morago y col., 1985).El anticuerpomonoclonalanti-IgG4, SK-44, procedede ICN
Immuno]ogicals(LisIe, EEUU).

2.5. LINEAS CELULARES

Los hibridomassecretoresde anticuerposespecíficosde cadenasligeras
humanas,HG3/6.l y HG8/2.1,fueronpreparadosen nuestrolaboratorio(Moragoy
col., 1985). En la preparaciónde hibridomasse empleóel mielomaderatón X63-
Ag8.653 y al igual queel mielomade ratónP3-X63Ag8,secretorde inmunoglobulina
yl ,i< de especificidaddesconocida,fueron cedidos generosamentepor el Dr T.
Springer(HarvardMedical School,Boston,EEUU).

2.6. PRODUCTOS QUíMICOS Y ENZIMATICOS

-Acrilamida
-Agarosa(Tipo V)
-Aminopterina
-6-biotinamidohexanoatode
sulfosuccinímidilo(NHS-LC-biotina)
-5(6)-carboxifluoresceín-N-
hidroxisuccinimidilo(FLUOS)
-Cisteina
-1 ,4-diazobiciclo(2,2,2)octano
-Estreptavidina-Peroxidasa

(conjugado)
-o-fenilendiamina(OPD)
-13-galactosidasa
-¡-leparina
-lodoacetamida
-Maleimido hexanoatode
N-hidroxisuccinimidilo(MIHS)
-NN ‘metilenbisacrilamida

Bio-Rad (Richmond,EEUU)
Sigma(St. Louis, EEUU)

PierceCompany(EEUU)

BoehringerManheim(Alemania)
Sigma
Fluka(Suiza)

Amersham(GranBretaña)
Dakopatts(Dinamarca)
I3oehringerManheim
Labor. Leo (España)
Sigma

BoehringerManheim
Bio-Rad
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-Octanoico Sigma
-Papaína Sigma
-Seroalbúmina(SAB) BoehringerManheim
-(2,6,10,14)tetrametilpentadecano
(pristane) Sigma
-Tween20 Sigma
El restode los productosutilizadosy cuyareferenciano seindica en el texto

fueronde Merck (Darmstadt,Alemania).

2.7.MEDIOS DE CULTIVO

La composiciónde los diferentesmediosdecultivo celularutilizadosen

estetrabajosedetallaacontinuación:

MedioRPMI. Porcada500ml demedio seemplearon:

RPMI 1640(Flow, irvine, GranBretaña) 5.2 g
Co3HNa(Merck) lg
Glutamina200mM (Gibco, Paisley,Gran Bretaña) 10 ml
Penicilina/Estreptamicina(Gibco) 5 ml
Aguapurificada(EquipoAlpha-Q,Millipore, Bedford,EEUU)

hasta500ml

Parael crecimientohabitual de células se empleómedio RPMI conte-
niendodel 5 al 20% de suerode ternerafetal, STF, (Biochrom KG, Berlín Alema-
nia). Duranteel procesodefusión celularel medioRPMI seutilizó sin suplemento
deSTE

La esterilizacióndetodos los mediosdecultivo sellevó acabomediante
filtración a través de unamembranaestéril Millipak 20 con un poro de 0.22 ~im
(Millipore). Una vez esterilizados,los medios se almacenarona 4~C. El STF se
filtró tambiénpor unamembranade 0.22pm (Millipak 40, Millípore) y sealmace-
nó a -30~C.

Medio selectivoHAT. Para su preparación,500 ml de RPMI-STF(20%) se
suplementaroncon:

HT (lOOx) SmI
Aminopterina(lOOOx) 0.5 ml

Estassolucionesseprepararoncomosedetallaacontinuación:
HT (100<>- Se resuspendieron136 mg de hipoxantinay 38.8mg de Timidina



26

(Merck) en 100 ml de aguadestilada,y la mezclasedisolvió a 709C. Se esterilizó
por filtración y guardóa -309C.

Aminopterina(1000<>- Sedisolvieron3.5 mg de aminopterina(Sigma)en 1 ml
de NaOH 0.1 N y posteriormentese añadieron19 ml de aguadestilada.Una vez
esterilizadapor filtración seguardóen oscuridada -309C.

La filtración de estassolucionesse llevó a cabo mediantemembranas
estérilesde0.22 j’m Minísart (Sartorius,Gottingen, Alemania).

Medio HT. Tiene la mismacomposiciónqueel medio HAT, pero no contiene
aminopterina.

SolucióndePolietilenglicol (PEO) al 50% (p/v). 5 g de PEG 4000 (Merck) se
esterilizaronen autoclavey seguidamente,se añadieron5 ml de medio RPMI de
forma gradualy agitando.La soluciónpreparadasealmacenóprotegidade la luz a
4~C.

2.8. MATERIAL DE CULTIVO

Durantelas primeras etapasdecrecimiento,los hibridomassecultivaron
en placasestérilesde plástico de 96 y 24 pocillos (Costar,Cambrigde,EEUU).
Posteriormente,para los cultivos a mayor escalase utilizaron frascosestérilesde
25, 80 y 175 cm2 (Nune, Roskilde, Dinamarca).Los criotubosestérilespara la
conservaciónde las líneascelularescongeladastambiénfueron suministradospor
Nunc, de igual modo que los tubos empleadosen las centrifugacionesy lavados
celulares.Como incubadorde CO

2 se empleó el modelo 3029 Forma Scientific
(Ohio, EEUU), ajustado a 37

9C, 5% (v/v)CO
2y 100% de humedadrelativa. Las

cabinasdeflujo laminarvertical fuerondeTelstar(Terrasa,España).

2.9. MATERIAL DE INMUNOENSAYOS

Algunosradioinmunoensayos(RíA) fueronrealizadosen placasde plás-
tico flexible de cloruro de polivinilo (PVC) de 96 pocillos (Mic 2000 Dynatech,
Cambrigde,EEUU). Pero la mayoríade los ensayosse llevarona caboen pocillos
de poliestirenolmmunolonII (Dynatech)y en placasde 96 pocillos de poliestireno
(Costar).

2.10. MATERIAL DE CROMATOGRAFÍA

La proteínaA-SepharoseCL4B y el Sephadex0-25 empaquetadoen
columnasPD-l0 (Vol. 9.1 mí) fueronadquiridosa Pharmacia(Uppsala,Suecia).El
Ultrogel ACA-34 procededeIBF (Francia).



27

2.11.PRODUCTOS RADIACTIVOS

En todos los marcajesradiactivosrealizadosen el presentetrabajo se
utilizó el isótopoI”-~ suministradopor MedgenixDiagnostics(Fleurs,Belgica).

2.12. MATERIAL FOTOGRAFICO

Laspelículasde RayosX paraautoradiografía,AX, procedende Konica
Corporation(Tokio, Japón).Las cajasnegrasy las pantallasamplificadorasSMIT
U2, fueron adquiridasen RadiologíaSL (Madrid, España).Tanto la soluciónfijado-
ra FX-40 como la reveladoraD-l 9 se comprarona Kodak-Eastman(Richmond,
N.Y. EEUU).EI carretede fotos utilizado parael microscopiode fluorescenciafue
Kodak5054 TMZ.
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3.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES Y

TECNICAS DE CULTIVO CELULAR

3.1.1.Inmunización

Se realizarondos experimentosde fusión celularutilizando ratonesin-
munizadoscondosprotocolosdiferentes

InmunizaciónE- Se inyectaronratoneshembrasBalb/c de 40 díasintra-
peritonealmente(i.p.) utilizando agujasde calibre230 (Terumo,Bélgica) con50 pg
de unamezclade 3 paraproteinasSte, Fo y Bru de isotipo 04 (IgG4mix), emulsio-
nadascon adyuvantecompletode Freund(AFC). A las 2 y 8 semanas,serepitió el
procesocon adyuvanteincompleto.Por último, 4 díasantesde la fusión celular,se
inyectó la mismacantidadde IgG4mix en tampónfosfato salino (PBS), por vía in-
travenosa(i.v.), utilizandoagujasdecalibre250 (Tabla3.1).

TIEMPO DOSIS

0 50 pg IgG4mix (AFC) i.p.
2 semanas 50pg JgG4mix(AFJ) i.p.
8 semanas 50 jig IgG4mix (AFI) i.p.
16 semanas 50 pg IgG4mix (PBS) i.v.

Tabla 3.1. Protocolode inmunización(Fusión1).

InmunizaciónII.- En estecaso,se llevó acabo,previamentea la inmuni-
zacióncon IgG4, un tratamientodetolerizaciónfrentealasotras3 subclasesde IgO.
Parainducirel estadodetolerancia,ratonesBalb/c reciénnacidosfueroninyectados
i.p. (agujasde calibre250)con 20 pg de unamezclade paraproteinashumanasde
isotipo 01, G~ y 03 (IgGmix) en PBS como se indica en la Tabla 3.2. A las ‘7
semanasde edad,se comenzóel procesode inmunización,en el que sólo sedieron
2 inyeccionesi.p. y 1 i.v., adminístrándoseencadacaso60 pg deunaIgG4 diferente
(Tabla 3.2).

En ambostratamientos,los ratonesfueronsangrados10 díasdespuésde
la segundainyeccióni.p. paraobtenerel título de anticuerposanti-IgG4 y anti otras
subclasesen el correspondientesuero.
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EDAD DOSIS TRATAMIENTO

2 días
5 días

13 días

20 pg IgO mix (PBS)Lp.
20 pg IgO mix (PBS)i.p.
20 pg IgO mix (PBS)i.p.

Tolerancia

7 semanas 60 pg IgG4 Ste(AFC) i.p. Inmunización
9 semanas 60 pg IgG4 Fo (AH) i.p.
12 semanas 60 pg lgG4Bru(PBS)i.v.

Tabla 12. Protocolode toleranciaeinmunización(FusiónII).

3.1.2 Fusión celular

El procedimientoseguidoparala hibridación celular fue el descritopor
Kohler y Milstein (1975)con las posterioresmodificacionesintroducidasparame-
jorar el procesode obtencióndeanticuerposmonoclonales(Galfréy Milstein, 1981
y Springery col. 1982).

El ratón seleccionadose sacrificó 4 días despuésde la inyeccion i.v.
Antes de la extirpación del bazo se extrajeron,como fuente de macrófagos,las
célulasperitonealesmediantelavadodel peritoneocon 10 ml de PBS; despuésde
centrifugara 300 g durante5 mm en una centrífugade mesa(Selecta,Martorelí,
España)el sedimentocelular se lavó por centrifugacióncon medioRPMI. El sedi-
mentofinal se resuspendióen 2 ml del mismo medioy semantuvoa 4~C hastasu
uso.Estascélulasseutilizaron parafavorecerel crecimientode los hibridomas.Se-
guidamente,se extrajo el bazo y se transfirió a una placa Petri estéril (5 cm de
diámetro,NUNC) quecontenía1 mi de RPMI, paraprocedera la obtenciónde las
célulaspor frotamientomecánico.La suspensiónde estascélulas se lavó 2 vecesen
lasmismascondicionesantesdescritasy seresuspendieronen5 ml demedio.

Paralelamente,serecogieronlas célulasdel mielomade ratón apartir de
cultivos in vitro en faseexponencial(0.2-0.5x 106 células/mí),selavaron2 vecesy
seresuspendieronen 5-10 ml deRPMI (concentraciónfinal, 5-lo x10

6 células/mí).
Una vez realizadoel contajede ambostipos celulares,medianteun he-

mocitómetroNEUBAUER (Hawksley, Gran Bretaña)en un microscopiode con-
traste de fasesOLYMPUS MI (Olympus, Japón)y despuésde comprobarque el
porcentajede célulasviablesen la suspensiónde mielomaserasuperioral 90%, se
mezclarontodas las célulasde bazoy las de mielomanecesariasen unaproporción
4:1 y dichamezclasecentrifugóa300 g 5 mm aspirándoseel sobrenadante.A con-
tinuación,serealizó el procesodehibridacióncelulara 37~Cmediantela adiciónde
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1 ml de PEOlentamente y con agitacióndurante1 mm. Posteriormente,sediluyó
el PEO añadiendo5 ml de RPMI de formagradualdurante3 mm y acontinuación,
12 ml másdurante1 mm. Finalmentey despuésde 3 mm dereposo,secentrifugóy
el sedimentocelular seresuspendióen medio selectivoHAT queconteníalas célu-
las peritoneales.La suspensióncelularfinal sedistribuyóenplacasde cultivo de 96
pocillo (0.2 ml por pocillo) de formaquecadauno contuvieseunas150.000células
de bazo y 5000 peritoneales.Desdeesemomento,las placasse mantuvieronen el
incubadordeCO2.

Despuésde ]a fusión,seempleócomomediodecultivo, medioHAT, ya
quela líneade mielomade ratón utilizadaeradeficienteen el enzimahipoxantina-
guanina-fosforibosiltransferasanecesariaparala síntesisde purinaspor la vía de
rescate.Al contenerel medio aminopterina,queinhibe la síntesisde novo de puri-
nas, las célulasde mielomaal igual que los esplecnocitosno fusionados,dejan de
ser viablesy sólo los híbridoscélulasde bazo-mielomapuedencreceren cultivo.
Esto es así porque estos híbridos puedensintetizar purinas mediantela vía de
rescateutilizando hipoxantinay timidina comoprecursores.

Comocontrol de la efectividaddel medioHAT, asícomode la ausencia
de revertientes,las célulasde mielomano utilizadasparafusionar, semantuvieron
enmedioHAT, comprobándosequeno eranviables.

A los 6 díasdespuésde la fusión secambió el mediodecultivo (todavía
HAT) y a los 8, seeliminó la aminopterinaañadiendocada2 díasmedioHT.

3.1.3. Clonaje celular

A los 10 (Fusión1) y 8 (FusiónII) díasdespuésde la hibridación,cuando
los clones alcanzaronaproximadamente1 mm de diámetrosellevaron a cabo los
ensayosde selección(Métodos3.2). Los híbridoselegidossedonaronpor la técni-
cadedilución límite (Campelí,1984).

Las célulasseleccionadassediluyeroncon medioRPMI con STFal 20%
a unaconcentraciónfinal de 300,30, 3 y 0.3 célulaspor ml y sedistribuyeronen
placasde 96 pocillos. Unavezcrecidoslos clones,seeligió la placacon un porcen-
tajedepocilloscon crecimientomenordel 50% y se realizóun ensayoparadetectar
los clonesqueseguíansecretandoanticuerposanti-1g04.De estos,seescogieron2 y
sesubclonaronsiguiendoel protocolodescrito.

3.1.4 Congelación y descongelaciónde líneas celulares

Aproximadamenteentre0.5 y 2 millonesdecélulasseresuspendieronen
0.5 ml de STF y se añadieron,lentamentey en baño de hielo, 0.5 ml de dimetil
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sulfóxido (DM50) al 20% (y/y) en STF por cadavial de congelación.Posterior-
mentelos vialessealmacenarona -80~C y a las 24 h setransfirierona un depósito
de nitrógenolíquido (Locator 8,Thermolyne,Quimigranel).

Los viales con las célulascongeladasse descongelaronrápidamenteen
un bañode379C, transfíriendosea un tuboquecontenía1 ml de RPMI-STFal 20%.
Despuésde añadir9 ml másde medio en frío paradiluir el DMSO, las células se
centrifugaron y seresuspendieronen 2 ml del mismo medio distribuyéndoseen
placasde 24 pocillos.

3.2 ENSAYOS DE SELECCION DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Se llevaron a cabo ensayostipo ELISA o RíA en fase sólida con las
siguientescondicionesgenerales:

- El volumendeensayofue de 50 jiil por pocillo.
- Las diferentesproteínasutilizadasen la fasesólida se adsorbierona 5 pg¡ml

enPBS durante1 h a 37~C.
- El procesode saturaciónsellevó a cabocon seroalbúmina(SAB) al 1% y

Tween-20al 0.05%en PBS(PBS-SAB-T)durante20 mm.
- El restode las incubaciones(sobrenadantes,suerosetc.) serealizarondurante

1 h a temperaturaambiente.Entre cadaincubación se realizaron3 lavadoscon
Tween-20al 0.05%en PBS (PBS-T).

- Las incubacionescon el segundoanticuerpode cabraanti-ratón(GAM) mar-
cadocon 1125 (RíA) serealizaronañadiendo100.000cpmlpocillo y despuésde lavar
se determinóla radiactividadincorporadaen un contadorgammaPackardMulti-
pilas 1 (PackardInstruments,DownersGrove,EEUU).

— Cuandoseempleóel GAM conjugadocon peroxidasa(ELISA), esteseutilizó
diluido 1:3500y despuésde incubardurante1 h, se añadióel sustratoenzimático
(0.03%H

202 y 0.66mg/ml de OPD en tampóncitrato-fosfato50 mM, pH6.0).A los
30 mm, sedetuvo la reacción adicionando50 ~i¡lde H2504y semidió la densidad
óptica(DO) a 492 nm en un lector de placasde 96 pocillos KUCO 21(SCINICS,
Tokio, Japón)utilizando como valor de referencia,la densidadóptica (DO) a 630
nm.

- Comocontrolespositivosde los ensayosseutilizó el sobrenadantede cultivo
de la mezclade hibridomasanti-cadenasligeras (HG3/6.1 y HG8/2.1) y el líquido
ascítico diluido 1:10.000 del AcM comercial anti-1g04 SK-44. Como controles
negativos,empleamossobrenadantedecultivo de la líneaP3-X63Ag8y PBS-SAB-
1’.
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3.2.1. Determinación del título del suero de los ratones inmunizados

Previamentea las 2 fusionesse determinóel título (definido como la
dilución del suero a la que seobtiene la mitad de la señalmáxima)de anticuerpos
anti-lgG4 y otras subclasesde IgG en el suero de los ratonesinmunizados.Para
ello, se adsorbióa placasde PVC IgG4mix e IgGmix. Despuésseañadieron50 pl
dedilucionesseriadas(factor 10, 7 puntos)del suerode los ratonesy posteriormen-
te, seincubócon el GAM marcadoradiactivamentecomo seindicaen las condicio-
nesgenerales.

3.2.2.Seleccióndehíbridossecretoresdeanticuerposmonoclonales

Fusión 1- E] procesode selecciónse hizo medianteun RIA en fase
sólidaenplacasde PVC. En un primerpaso,los sobrenadantesde los hibridomasse
ensayaronfrente a unaIgG4 diferentede las empleadasen la inmunización, 1g04
P-L. Con los clonescuyaseñalfue al menos3 vecessuperioral control negativo,se
llevó a cabounaY selecciónencaminadaa identificar los hibridomassecretoresde
anticuerposespecíficosde IgG4 . Paraello, los sobrenadantesde cultivo seensaya-
ron frente a lgG4mix por un lado, y frente a lgGmix por otro, y sólo aquellosque
reconocierona la mezclade IgG4 y no a la de las otras subclasesfueron selecciona-
dosparasuposterioclonajey subclonaje.

Fusión II- En estecaso se siguieronlas mismasindicacionesantesex-
puestas,pero utilizandoun ELISA enplacasde poliestireno(Costar).

3.3. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES PARA
PURIFICACION

Parapurificar los AcM seobtuvieronpreviamentecantidadesdel orden
del mg, bien apartir del sobrenadantede cultivos (cultivo in vitro), o bien apartir
delíquido ascíticode ratón(cultivo in vivo).

Cultivo in vitro: lina vez descongeladala líneaproductoradelanticuerpo
que se pretendeobtener,estase creció en frascosde 175 cm empleandomedio
RPMI con STF al 5% y una vez alcanzadala fase de saturaciónse recogió el
sobrenadantemediantecentrifugación,con unaconcentraciónaproximadade 5-20
pg/ml.

Cultivo iii vivo: El procedimientoseguidofue básicamenteel de Stanker
y col.,1985.Los ratonesBalb/c seinyectaroni.p. con 0.5 ml de 2,6,10,14-tetrame-
tilpentadecano.Diez díasdespués,se inyectaronde nuevo i.p., 2 x 106 célulasen
0.5 ml de PBS por ratón.A los 12 díasdespués,cuandoseobservóla aparicióndel
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tumor seprocedió a la extraccióndel líquido asciticomedianteagujasde calibre
180, repitiendoel procesocada2 días. Despuésde incubarel líquido ascítico 30
mm a temperaturaambientey 2 h a 4~C, secentrifugó a 800 g (CentrífugaSorvalí
RC5B, DuPontInstruments,Newton,EEUU) durante30 mm para eliminar funda-
mentalmentehematíes,voloviéndoseacentrifugara20.000g a 49c paraeliminar la
faselipídica.

Tantoel sobrenadantecomoel líquido ascíticosealmacenóa -309Chasta
suuso.

3.4. PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

La purificaciónde los AcM sellevó a caboutilizando diversastécnicas
en función de lascaracterísticasdel anticuerpo(clase,subclase,etc.) y de laproce-
denciadel material (sobrenadantede cultivo o líquido ascitico).La mayoríade los
anticuerpos(04.1,G4T.9, G4T.II y G4T.12) sepurificaronde liquido asciticopor
el métodode la precipitacióncon ácido octanoico(Reik y col., 1987).Sin embargo,
el anticuerpoG4T.2 tuvo quepurificairsepor cromatografíade afinidaden columna
de proteínaA-Sepharose( Ey y col., 1978). Cuandola purificación se realizó a
partir de sobrenadantede cultivo, se llevó a cabo siemprepor cromatografíaen
columna de proteínaA-Sepharosetras una previa concentracióndel anticuerpos
medianteuna precipitacióncon sulfato amónico.Estase realizóadicionandolenta-
mentey en agitacióna 4~C sulfato amónicohastaunaconcentraciónfinal del 50%

de saturación(31 ,3 g/l00 ml de medio),centrifugandoposteriormentela mezclaa
10.000g durante 10 mm y el sedimentoresultantese resuspendióen tampón Tris
CIH 0.1 M pH 8.6.

3.4.1. Purificación por proteínaA-Sepharose

Tanto el liquido asciticocomo el sobrenadantede cultivo concentrado
por la precipitacióncon sulfato amónico,se diluyeron 1/2 y sedializaronfrente al
tampón Tris-CIH 0.1M, CINa 2M, pH8.6, filtrándosepor 0.8 juim. Seguidamente,la
suspensióndializadase pasó a través de una columna de 5 ml de ProteínaA-
Sepharosepreviamenteequilibradacon tampón Tris-CIH 0. lM, CINa 2M, pH8.6.
Unavez quetodo el volumende la muestrahubopasado,la columnaselavó con 3-
4 volúmenes del mismo tampón. La elución de los anticuerposfijados serealizó
con Dietilamina50 mM, recogiendofraccionesde 1 ml en tubosquecontenían300
pl deTris lM pH 6.8. La presenciadeproteínasen lasfraccioneseluidassedetectó
porabsorbanciaa280nm, mezclándoseaquellascorrespondientesal pico de proteí-
nay dializándosefrenteaPBS a 4~C.
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3.4.2.Purificación por precipitación con ácido octanoico

Estemétodoconsisteen unadobleprecipitaciónsucesivacon ácido octa-
noico y sulfato amónico. Por cadavolumende liquido ascíticose añadieron2 de
tampón acetato60 mM pH 4, ajustandoel pH a 4.8 con NaOH 1 M. Seguidamente,
se llevó a cabola l~ precipitaciónadicionandolentamentey con agitación33 pl de
octanoicopor cadaml de liquido ascítico original, incubándosedurante30 mm.
Despuésde la centrifugaciónse separóel sobrenadantey sedializó frentea PBS
conteniendoácidoetilendiaminotetraacético(EDTA) 0.2 mM. La muestradializada
se precipitó a continuacióncon 504(NH4)2 al 50% (p/v). El sedimentoobtenido,
despuésde centrifugarse,se resuspendióen 2-3 ml de PBS y se dializó tambien
frentea PBS a 4

0C y se guardócongeladoa -300C.

3.4.3.Control de la purificación

En todos los caso, la purezade los anticuerposse comprobómediante
electroforesisen gel de poliacrilamidaen presenciade SDS (Métodos 3.6.). La
actividad se determinómedianteun ELISA en fase sólida en el que los AcM se
ensayarona diferentesconcentraciones(100 pg/ml-l ng/mí), siguiendoel procedi-
mientodescritoen Métodos3.2.

3.5. METODOS PARA LA CARACTERIZACION DE LOS

ANTICUERPOS MONOCLONALES

3.5.1. Determinación del isotipo

Uno de los primerospasosen la caracterizaciónde los AcM esla deter-
minación del isotipo. Esta determinaciónse realizó mediantela técnicade doble
inmunodifusiónradial, siguiendoel métododescritopor Ouchterlony(1948).

El procedimientosellevó a caboen una placade vidrio sobrela quese
solidifico una solución de agarosaal 1 % en tampón veronal24 mM, tris 73 mM,
lactatocálcico0.3 mM apH 8.6.Una vez formadoel gel seperforaronpocillos de
3 mm dediámetro,segúnunasimetríahexagonalcon unaseparaciónde 1cm y se
aplicaron las muestras.Cadaantisueroespecíficose aplicó en el pocillo central
(volúmende 10 pl) y los sobrenadantes,en los pocillos de alrededor(volúmen10
pl). Las muestrassedejarondifundir durante48 h en cámarahúmeday a tempera-
tura ambiente.Por último, el gel se lavó con CíNa0.lM y se presionócolocando5
hojasde papelde filtro Whatmann~l y un pesode 1Kg durante30 mm, posterior-
mente,sevolvió a lavar y setiñó con unasolución de azul deCoomassieal 0.5%

(p/v) en etanol:ácidoacético:agua(45:5:50) y sedestifió conla mismasolución sin
azul deCoomassie.
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3.5.2. Determinación de la K de afinidad

La K de afinidad(Kaf) fue estimadapor un radioinmunoensayono com-
petitivo siguiendoel métododescritopor Beattyy col. , (1987).El ensayoserealizó
adsorbiendoel Ag, en estecasoIgG4mix, a la fasesólida a4 concentracionesdife-
rentes: 5, 2.5, 1.25 y 0.625 >jg/ml. Para cadapar de concentracionesde Ag se
estimó la K de afinidad despuésde incubarcon dilucionesseriadasde cadaAcM
(factor3, concentraciónmáxima200pg/ml), aplicandola fórmulageneral:

Kaf= (n-l )/2(n[Ac’j1~-lAc]1), siendon= !AgJj[Agi,
Las [Ac]1 y [Ac’]1 son las concentracionestotalesestimadasde anticuerpopara
obteneruna señaldel 50% del máximo, habiendoadsorbidoel antígenoa lascon-
centraciones¡ Ag1, y [Ag’J~respectivamente.

3.5.3. Ensayosde competiciónentrelos anticuerposmonoclonales

Uno de los datosmásimportantesen la caracterizaciónde un panel de
AcM es determinarel númerode epitoposque reconocenen la moléculade Ag.
Esteanálisisse realizómedianteun RíA de competición.

Seadsorbióaplacasde PVC de 96 pocillos 50 pl de IgG4mix a Spg/ml
en PBS y despuésde la saturacióncon PBS-SAB,seincubócon 25 pl por pocillo
de dilucionessucesivasde los anticuerposanti-IgG4purificados(15 ng-lS pg por
pocillo). A los 30 mm, seañadieron25 pl de los diferentesAcM marcadoscon 1125

(100.000cpm/25pl). Despuésde 30 mm de incubacióny de los correspondientes
lavados,se midió la radiactividadincorporadaen un contadorgamma.Como con-
troles negativosdel ensayo(0% inhibición) se emplearonun AcM anti-Fel d 1
(Duffort y col., 1988) y el diluyenteempleadoenel RíA (PBS-SAB).

3.5.4. Digestión con papaína.

Sedisolvieron 100pg decadaunade las 3 IgG4 de la mezcla( Bm, Stey
Fo) y 1 pg de papaínaen 200pl dePBS queconteníaCys 10 mM y EDTA 2 mM y
seincubóa 37~~ durante30 mm. El procesode digestiónsedetuvo tras la adición
de iodoacetamidaaunaconcentraciónfinal de30 mM.

3.6. TECNICAS ELECTROFORETICAS

Paracomprobarel grado de purezade los anticuerposmonoclonales,así
como paraanalizar los fragmentosproducidosdespuésde la digestiónproteolítica
de la moléculade IgG4, se realizaronelectroforesisen gelesde poliacrilarnidaen
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presenciadel detergenteaniónico SDS (SDS-PAGE). El protocolo seguido, con
pequeñasmodificaciones,fueel deLaemmli(1970).

Las electroforesissellevaronacaboen gelesde pH discontinuode 16 x
14 cm2 de área y 0.75 mm de grosor que constabande gel concentradory gel
separadorEn la preparacióndeambosgelesseutilizó unasoluciónde acrilamida-
bisacrilamidaal 30% (p/v) conunarelaciónentreellasde 36,5 :1. El gelconcentra-
dor sepreparóa unaconcentracióndel 5% deacrilanúdaen tampónTris ClH 0.125
M pH 6.8 con 0.1%de SDS(Vol, final, 2 mí) y en el gel separadorla concentración
de acrilamidaosciló entreel 10 y el 15%,segúnlos experimentos,en tampónTris
ClH 0.38 M pH 8.8 con 0.1% de SDS (plv) (Vol, final, 15 mí). Las muestrassedi-
solvieron en un tampón Tris CIH 0.08 M pH 6.8 quecontenía2% (p/v) de SDS,
10% (y/y) de glicerol y 0.005% (p/v) de azul de bromofenol.En la mayoríade los
casos,se añadió además,un 5% (y/y) del agentereductor2-mercaptoetanol.Las
muestrassehirvierondurante2 mm antesde suaplicaciónen el gel.

Todaslas electroforesisse llevarona caboen cubetas(Hoefer Scientific
lnstruments,San Francisco,EEUU) a voltaje constantede 40V, durante12-14 h
utilizando comotampónde electrodosTris 0.025M, glicina 0.192MpH 8.3, conte-
niendo 0.1% (p/v) de SDS. Finalmente,los gelessefijaron y tiñeroncon azul de
Coomassieal 0.2% (p/v) en metanol:ácidoacético:agua(45.5:7:46.5)y sedestiñe-
ron enácido acético:metanol:agua(5:25:70).

3.7. TRANSFERENCIA DE PROTEíNAS A MEMBRANAS DE
PVDF

Pararealizarla transferenciade proteínasdesdegelesde poliacillamida
se siguió básicamenteel método de Towbin y col., (1977), pero utilizando como
membranade transferencia,Immobilon (Millipore). Esta membranaes de PVDF
(difluoruro de polivinilideno) y se caracterizapor tener una mayor capacidadde
adsorcióny fijación de lasproteínasquelas habitualmenteutilizadasde nitrocelulo-
sa.

Una vez realizadala separaciónelectroforética,el gel se equilibróduran-
te 15 mm enel tampóndetransferencia(Tris 25 mM y Glicina 192 mM enmetanol
20% (y/y), pH 8.2-8.3).Paralelamente,la membranade PVDF se humedeciócon
metanoly aguay posteriormente,seequilibró tambiénconel tampónde transferen-
cia durante15 mm. El gel sesituó sobrela membranadePVDF y aambosladosse
colocó una lámina de papel 3MM (Whatman).Este conjunto se situé entre dos
soportesde material porosoy todo ello, entredos soportesdeplástico, introducién-
dose,con la membranade PVDF haciael lado anódico,en la cubetade transferen-
cia (Hoefer Scientific Instruments).La transferenciasellevó a cabodurante2 h a
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250 mA con refrigeración.Finalizadoel proceso,la membranaseutilizó bien para
tinción, bien paraser procesadaparainmunodetección(Métodos3.8).La tinción se
realizócon unasolucióndenegroamidoal 0.1% (p/v) en metanol:ácidoacético:agua
(10:2:88)y sedestiñócon unasolucióndemetanol:ácidoacético:agua(50:7:43).

3.8 INMUNODETECCION DE PROTEíNAS EN MEMBRANAS
DE PVDF

Una vez realizadala electroforesisy transferenciade las proteínasa la
membranase llevó a cabo el procesode identificación de aquellasestructuras
reconocidaspor un determinadoanticuerpo.Las membranasde PVDF, con las
proteínasadsorbidas,se incubarondurante2 h a temperaturaambientecon PBS-L
(lecheenpolvo al 1% (p/v) enPBS-T)parasaturartodos los puntosde la membrana
con capacidadde adsorcióninespecíficade proteínas.A continuación,las membra-
nas se incubaronen primer lugar,con los AcM a 10 pg/mi en PBS-L y despuésde
los lavadoscon PBS-T,con GAM marcadocon 1125 (150.000cpm por membrana).
Finalmentey despuésdel procesode lavado,las membranassesecarony seproce-
dió a realizarla autoradiografía(Materiales2.12).

3.9. MARCAJE DE ANTICUERPOS CON ISOTOPOS
RADIACTIVOS

El marcajecon 1125 seefectuósegúnel método de Hunter y Grenwood
(1962), con ligerasmodificaciones.La reacciónse llevó a cabo mezclando10 pl
(10 ~sg)deproteínacon 10 pl de tampónfosfato 250 mM y añadiendo300 pCi de
l’25Na y 10 pl de Cloramina-T(1 mg/mi en tampón fosfato 50 mM pH 7.5). Esta
mezclasedejó 1 mm a temperaturaambienteagitandode vez en cuando.Posterior-
mente,se añadieron0.5 ml de Tirosina (0.5 mg/ml en tampón fosfato 50 mM pH
7.5) y despuésde 5 mm de incubación se añadió0.5 ml de 1K (1 mg/ml en PBS-
SAB). La proteínamarcadase purificó por cromatografíade filtración en gel a
travésde unacolumnaPDIO previamenteequilibradacon PBS-SAB.Las fraccio-
nes correspondientesal pico de proteínamarcada,con una actividadespecíficade
alrededorde 10 pCi/pg, semezclarony conservarona 4~C.
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3.10.MARCAJES NO RADIACTIVOS

3.10.1. Marcaje del GAM con Peroxidasa

El marcajese realizósiguiendoel método deTijssen y Kurstak (1984).
Se disolvieron 10 mg de 6AM en 1 ml de tampón carbonato sódico pH 9.2.
Paralelamente,se activó la peroxidasa,previamentedisueltaen tampóncarbonato
0.1 M pH 8.1 (3.5 mg en 3.5 mí), incubándolacon 350 pl de IO4Na 10 mM durante
2h a temperaturaambienteen oscuridad.La mezcla de peroxidasay 6AM se
incubóen presenciade Sephadex6-25 (1/6 p/v) 3 h a temperaturaambientey en
oscuridad.Tras separarel conjugado,esteseestabilizómediantela adición de 1/20
del volumentotal de BH4Na(5 mg/ml en NaOH0.1 mM). A los 30 mm, seañadió
de nuevoBH4Na (1/10 del volumen total en estecaso)incubándosedurante1 h a
4~C. El 6AM conjugadose purificó por unacolumnade AcÁ 34 equilibradacon
PBS y aquellasfraccionesquelo conteníansemezclarony se dejaronen presencia
de 1% de SÁB y 50% de Glicerol. El anticuerpoasímarcadosealmacenóa -30~C.
La actividaddelconjugadosedeterminómedianteun ELISA frente a un anticuerpo
deratóny PBS-SABcomocontrolespositivosy negativosrespectivamente.

3.10.2. Marcaje del GAM con Fluoresceína

A 5 mg de 6AM disueltosen 0.5 ml de tampón bicarbonatosódico0.1
M, pH 8.5 sele añadió0.85ml de unasoluciónde FLUOS (5(6)-carboxifluorescei-
natode N hidroxisuccinimidilo)enDMSO, correspondiendoa un excesomolar de
10 veces.La mezclase agitó durante1 h a temperaturaambiente.El conjugadose
separómedianteunafiltración en gel a travésde unacolumnaPDlO equilibradacon
tampón carbonato0.1 M, pH 8.5. El eluido se dializó frente a PBS, añadiendose
posteriormenteSAB aunaconcentraciónfinal del 1%, y sealmacenóa -30

0C.

3.10.3. Marcaje del anticuerpo monoclonal G4T.9 con Biotina

Se disolvieron 50 pl de NHS-LC Biotina a 20 mg/ml en DMSO y se
añadierona 1 ml deAcM 64T.9entampóncarbonato0.1 mM pH 8.5.La mezclase
incubódurante4 h a temperaturaambiente.La biotina enexcesoseseparómediante
filtración a travésde unacolumnaPD1O y se recogieronlas fraccionescorrespon-
dientesal pico del anticuerpoconjugado(volumen: 1.2 ml y concentración: 3.2 mg/
mí). Posteriormente,el anticuerpobiotinizado se diluyó 1/10 en una solución de
glicerinaal 50% en PBS y sealmacenóa -300C.Finalmente,sedeterminóel título
del anticuerpobiotinizado medianteun ELISA en fase sólida adsorbiendocomo
control positivo lgG

4mix y, como negativo, IgGmix e incubandocon diferentes
dilucionesdel anticuerpoconjugado.
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3.10.4.Marcaje del anticuerpo monoclonal G4T.9 con fi- Galactosidasa

A 1 ml del AcM G4T.9 purificado (1 mg/ml en PBS) se le añadieron
10 pl de MUS (Maleimidohexanoatode N-hidroxisuccinimidilo),preparadoa 20
mg/mlendioxano,incubándosedurante1 h a 379C. El MUS en excesoqueno reac-
cionó seseparómediantefiltración en gel de SephadexG-25 (columnaPD1Opre-
viamenteequilibradacon 30 ml de CI

2Mg 10 mM en PBS).Posteriormente,se aña-
dieron 40 mg de 13-galactosidasaincubándosedurante 1 h a 30

9C. Despuésde la
adiciónde 8-mercaptoetanolaunaconcentraciónfinal de 10 mM, elAcM conjugado
se separóde la enzima y el AcM libres mediantefiltración en una columnade
Ultrogel AcÁ 34. El anticuerpose almacenóa 49C en presenciade SÁB al 1 % y
N

3Na al 0.05%.La actividaddel anticuerposedeterminósiguiendoel mismoproce-
dimiento anterior(Métodos3.10.3).

3.11.ENSAYOS DE CUANTIFICACION DE IgG4

3.11.1.ELISA para la cuantificación de IgG4 total

Procedimiento.Se incubaronplacasCostarcon 100 il/pocillo del anti-
cuerpoG4T.2 aunaconcentraciónde 5 pg/ml en tampóncarbonatopH 9.6 durante
1h a 37~C.Posteriormentey previasaturacióncon PBS-SÁB,seañadieron50 pl de
las muestrasde suerosy de la curvapatrónincubándosedurante1 h a temperatura
ambiente.Despuésde 3 lavadoscon PBS-T, se incubócadapocillo con 50 pl del
anticuerpoG4T.9 biotinizadodiluido 1/5000en PBS-Tdurante1 h también.Tras4
lavados,seañadieron50 pl de sireptavidinaperoxidasadiluida 1/4000y se incubó
durante1 h. Finalmente,se añadieron50 pl de sustratoenzimáticode peroxidasa
(Métodos 3.2.2) , deteniéndoseel desarrollode color a los 30 mm mediante la
adición de 50 pl de 504H2y leyéndosela DO a492 nm, utilizándosecomofiltro de
referencia630nm.

Curvapatrón.La concentraciónde IgG4 total de cadamuestrade suerose
calculó por interpolación en la zona lineal de la curva estándar.Esta curva se
construyóutilizándo dilucionesseriadasconfactor 1/2,desdeunaconcentraciónde
1 pg/ml a 1 ng/mI, de un suerohumanopreviamentecalibradoen su contenidoen
IgG4 frente a la referenciainternacionalOMS 67/69, segúnel métodode Aucoutu-
rierycol., 1985.

3.11.2.ELISA para la cuantificación de IgG4 específica

Procedimiento.Seañadieron100pl de extractoalergénicoa 10 pg/ml en
PBS (queesel extractoutilizado comoreferencia)apocillosde lmmunolonII y se
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dejó incubandotoda la nochea 49C. Despuésde la saturacióncon PBS-SÁB, se
añadieron 50 pl de las muestrasde suero y de la curva patrón y se incubaron
durante1 h a temperaturaambiente.Seguidamentey despuésde 3 lavados,se llevó
a cabo una segundaincubación, tambiénde 1 h y a temperaturaambiente,con el
anticuerpoG4T.9 marcadocon 13-galactosidasa.Tras3 nuevoslavados,seañadieron
100 ~i¡ldel sustratoenzimático(o-nitrofenil-f3-D-galactopiranósido)a cadapocillo,
incubándose30 mm a 379C. Finalmente,la reacciónenzimáticasedetuvomediante
la adición de 100 pl de CO

3Na2 lM y se determinola DO a 405 nm (filtro de
referenciade 630nm).

Curva patrón. La concentraciónde IgG4 específicaen cadamuestrase
calculópor interpolaciónen la zonalinealde unacurvapatrónpreviamentecalibra-
dacomoseindicaacontinuación.

Inicialmentese seleccionóun suerode referenciaque tuviera una con-
centraciónde IgG4 total bajay altos nivelesde IgG4 específicaaPhleumpratense.
La cantidadde anticuerposde IgG4 específicospresentesen esesuero se calculó
entoncesmedianteel procesode absorciónalergénicasiguiente: se incubaronalí-
cuotasdel suero diluidas 1/35 durante toda la noche a 4

9C con el extracto de
Phleumpratenseacopladocovalentementeadiscosdepapel activadocon BrCN en
constanteagitación(40 pl por disco). Despuésde estaincubación,sedetenninópor
duplicadoel contenidoen IgG

4 total y el nivel de específicaen el suero absorbido.
Comoresultado,no sepudo detectarlgG4 específicadespuésde la absorcióny la
diferenciaentre los nivelesde IgG4 total antesy despuésdel tratamientosetomó
como la concentraciónde lgG4 específicade esesuero de referencia.Este suero,
posteriormente,se utilizó paracalibrar una mezclade sueroscon altos nivelesde
lgG4 específicafrente a Phleum pratensecon la que finalmente construimosla
curvapatrón(Resultados4.2.2.1).

3.12. OTROS ENSAYOS

La valoraciónde IgE específicade los suerosdeinmunoterapiasellevó a
cabomedianteun enzimoinmunoensayocomercial(Hamlet-lgE,Alergia e Inmuno-
logia Abelló S.A.), siguiendolas instruccionesdel fabricante.Basicamente,des-
pués de unir el alergenoa la fase sólida, se incubaron100 pl de las muestrasde
sueroparaanalizardurante2 h a temperaturaambiente.Despuésse incubaron100
pl de AcM anti-IgE (Materiales2.4) marcadocon jil-galactosidasa.Los pasosposte-
rioresdel ensayoson los quese indicanparael ELISA deIgG4 específica(Métodos
3.11.2). Los resultadosobtenidosse expresaronen unidadescon respectoa unos
suerostomadoscomoreferencia.

La valoraciónde lgG1 específicase realizó medianteun enzimoinmu-
noensayopuestoa punto en nuestrolaboratorio.Despuésde unir el alergenoa la
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fasesólida, seincubaron50 pl de las muestrasde suerodiluidas 1:25 durante1 h a
temperaturaambiente.Posteriormenteseañadieron50 pl delAcM anti-IgG1 (Mate-
riales 2.4) marcadocon biotina, incubándosedurante1 h. Los pasossiguientesde
adición de sustratoy reveladode la reacciónenzimáticason los indicadosparael
ensayode cuantificaciónde IgG4 total (Métodos3.11.1). La cantidadde lgG1 de
cadamuestrasecalculópor comparaciónconunacurvadereferenciacuyo conteni-
do en IgG1 estáexpresadoenunidadesarbitrarias.

3.13. ENSAYOS DE LIBERACION DE MEDIADORES

3.13.1.Ensayode liberación de histamina

La determinaciónde histaminaliberadaserealizó medianteun RíA co-
mercial de inhibiciónenfasesólida( Inmunotech, Francia) siguiendolas instruccio-
nes del fabricante.Resumidamente,las muestrasde sangrese recogieronen tubos
heparinizados(10 ji/mí) y sediluyeron en el tampón comercialde liberaciónpara
posteriormente,incubarsedurante30 mm a 37~~ con los anticuerposanti-IgG4 y
anti-lgE, asícomocon tampónde liberacióncomocontrol de la liberaciónespontá-
nea. La histaminaliberadasemidió en el plasmadiluido despuésde centrifugarlas
muestras,representandolos valoresde liberaciónobtenidos los porcentajeslibera-
dos sobreel contenidototal de histaminade cadasangre.Paracalcularel contenido
de histaminatotal, estasedeterminódespuésde usarlas célulassanguíneasmedian-
te un procesodecongelacióny descongelaciónrápido.

En algunosexperimentos,al tampón de liberaciónsele añadióun 40%
deóxido dedeuterio(D20), o EDTA 10 mM.

Finalmente,en otra seriede experimentos,despuésde la incubacióncon
los diferentesAcM, se midió la histaminaen los sobrenadantesy las células se
resuspendierony reincubaronconel GÁM a 25 pg/ml, determinándosela histamina
por el procedimientohabitual.

3.13.2.Ensayode liberación de leucotrieno C4

Paramedir el contenidode leucotrienoC4 (LTC4) liberado se utilizó un
RIÁ de competiciónen fasesólida comercial(Amersham,GranBretaña).Paraello
previamentesepurificó la fracciónmononuclearde la sangremedianteun gradiente
en Ficoll-Paque(Pharmacia,Suecia)(Métodos3.14.1.). Despuésde centrifugary
lavar, las células se resuspendíeronen el tampón de liberación comerciala una
concentraciónde l0~ células/mí,con un porcentajeaproximadodel 2% de basófilos
(observadomediante tinción con azul de toluidina). 100 pl de esta suspensión
celular se incubó con 50 pl del AcM anti-lgG4(Fab)a 1 mg/ml durante45 mm a
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37~C,y despuésdecentrifugarsedeterminóel contenidodeLCT4 en picogramosen
los sobrenadantessiguiendolas instruccionesdel fabricante.

3.14.DETECCION DE IgG4 EN BASOFILOS POR

INMUNOFLUORESCENCIA

3.14.1.Preparación y tinción de basófilos

Se recogió la sangreen un tubo heparinizado(10 unidades/mi)y se
diluyó en PBS en unaproporción 1:1, añadiéndose5 ml sin mezclarsobre 4.5 ml
de un gradientede Ficoll-Paque.Despuésde centrifugar15 mm a 800 g serecogie-
ron las célulasde la interfasey se lavaron con PBS. Finalmente,se resuspendie-
ron en 250 pl de PBS y se fijaron y tiñeron a la vez con unamezclade azul de
toluidina y paraformaldehido(0.2% y 2% p/v en PBS respectivamente)segúnStall-
man y Aalberse, 1977. A los 10 mm, la mezcla se lavó 2 vecescon PBS y se
resuspendióen 200 iil tambiénde PBS.

3.14.2.Análisis por innwnofluorescencia

Se incubaronalicuotasde la suspensióncelularpreparadacomo se ha
descritoanteriormente,con los AcM anti-lgG/Fab)y anti-IgG4(Fc)a 100pg/ml en
PBS durante1 h a temperaturaambiente.Esteprocesofue seguido,tras un lavado,
de unasegundaincubacióncon GÁM conjugadocon fluoresceínadiluido 1:20 en
PBS .Despuésde lavar, las célulasseresuspendieronen unasoluciónde glicerol en
tampóncarbonatoapH8.5 (9:1) quecontenía2.5% de 1,4-diazobiciclo(2,2,2,)octa-
no. Finalmente,se transfirieronalícuotasdeestasuspensiónaportasy los basófilos
y la inmunofluorescenciaespecíficasevisualizaronen un microscopiode fluores-
cenciaOLYMPUS BH2 (Olympus,Japón).

3.15ANALISIS ESTADíSTICO

El análisis estadísticopara compararlas distintaspoblacionesde IgG4
entre individuos atópicos,no atópicos,mujeres,hombresy antesy despuésde la
inmunoterapía,se llevó a cabo mediantet de Student.Paraello se calcularonlos
logaritmos de cada muestra,para normalizar las poblacionesy homogeneizarlas
varianzas.Setomócomogradode significaciónp’cO.05.
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4.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-IgG4

4.1.1.Producción de anticuerpos monoclonales

Paraobteneranticuerposmonoclonalesespecíficosde IgG4 se llevaron
acabo dos experimentosdefusión distintos.

Fusión 1- En esteprimer experimento,se utilizaron ratonesque habíansido
sometidosa un protocoloconvencionalde inmunizacióncon unamezclade proteí-
nasde IgG4 (Tabla 3.1). Comoresultado,el título de anticuerposfrentea IgG4 en
el suerodeestosratonesfue de 1 0~,aunqueno seencontrarondiferenciassignifica-
tivas con los títulos obtenidos frente a las otras 3 subclasesde lgG. Despuésde la
fusión celular, sedetectócrecimientocelular, esdecir, formaciónde híbridos,en el
53% de los pocillos de un total de 530. Cuandoa los 10 días, se realizó con el
sobrenadantede cultivo de los hibridomasel primer ensayode selección(Métodos
3.2), seidentificaron 15 comopositivosya quereconocíana la IgG4 P-L. Sin em-
bargo,despuésderealizarel ensayodeselecciónfrentea las otrassubclasesdeIgG,
solamente5 (30%) de ellos resultaronserespecíficosde lgG4, puestoque el resto
reconocíana algunao a todas las demássubclasesde IgG. Una vez donadosestos
hibridomaselegimosuno de ellos paraestudiosposteriores,el denominadoG4.1,
por su comportamientoduranteel clonaje,su rápido crecimientoy su aparentealta
afinidad.

Fusión II- Debido a los resultadosanteriores,setrató de mejorarla respuesta
inmunedel ratónfrentea los epitoposespecíficosde IgG4, aumentandodeestafor-
mael rendimientode la fusión. Paraello, sesometióa los ratonesa un tratamiento
previo a la inmunizacióncon lgG4 para hacerlestolerantesfrente a las otras tres
subclases,como se indica en Métodos3.1.1,Tabla3.2. Estecambioen el esquema
de inmunizacióntrajoconsigoun aumentoen e] título deanticuerposanti-JgG4en el
suerode los ratones(l0~), queademásfue de 100 a 10000vecessuperiorqueel
exhibido frente a cadaunade las otrassubclasesde IgG. A los 8 díasde la fusión
celular,el análisisde los sobrenadantesde cultivo de los hibridomasobtenidostrajo
consigola selecciónde 12 líneasque secretabananticuerposcapacesde reconocer
a la lgG4 humanade P-L. De ellos y despuésde realizarun ensayodoblefrente a
IgG4mix e IgGmix, 10 (85%) resultaronser totalmenteespecíficosde la subclase
humanaIgG4. Finalmente,unavez donadasestas10 líneascelulares,seeligieron4
de ellas, G4T.2, G4T.9, G4T.1l y G4T.12 paraestudiosposterioresdebido a sus
buenascaracterísticasde crecimientoy afinidad.

Como sepuedever en la Tabla 4.1, la comparaciónde ambasfusionesindica
quecomoconsecuenciadel tratamientode tolerización,la respuestafue significati-
vamentediferente(p=O.OlS,pruebaexactade Fisher)puestoquela mayoríade los
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anticuerposobtenidosfueronespecíficosde IgG4, disminuyendola respuestadirigi-
da frente a los epitoposcompartidospor otras subclasesde lgG.

1~ SELECCION 2~ SELECCION

AcM específicos AcM específicosAcM no específicos
anti-IgG (anti-IgG4) (anti-otras IgG)

Fusión 1 15 5(30%) 10<70%)

Fusión II 12 10(85%) 2(15%)

Tabla 4.1. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FU-
SION 1 Y II. Los valoresrepresentanel númerode hibridomassecretoresde AcM.

Los AcM producidospor los 5 clonesespecíficosde IgG4 elegidosfue-
ron expandidosbien a travésdecultivo celular,o bienproduciendoliquido ascítico,
paraposteriormentepurificarsey llevar acabosu estudioy caracterizacióncomo se
indica en Métodos3.5. Peroantes,se evaluéde formamásdetalladala especifici-
dadde los AcM seleccionadosparaconfirmarsu capacidaddereconocerexclusiva-
mentea la inmunoglobulinaG4. Paraello, se realizóun ELISA (Métodos3.2)enel
quesedeterminóla capacidadde unión de los AcM seleccionadosfrentea un panel
de 17 paraproteinashumanasde IgG, asícomofrente a otrasIgs (IgA,IgE e IgM) y
acadenasligerashumanasX y k. Es interesantecomentarqueenel grupo de las 17
proteínasquedabanrepresentadaslas diferentesvariedadesalo e isoalotípicasde la
Igo humana,asícomolasdiferentescadenasligeras,comoseindicaen los parénte-
sis de la Tabla4.2. Como seobservaen la tabla, los 5 AcM seleccionadosrecono-
cen a todaslas paraproteinasde isotipo G4, tanto del isoalotipo4a como 4b y con
diferentescadenasligeras,y además,no exhibenningunaunión significativa frente
al restode las subclasesdeIgG y otrasinmunoglobulinas.Estosexperimentos,que
indican la total especificidadde los AcM obtenidos,fueron corroboradospor
técnicasde inmunodetecciónen membranasde PVDF. Esteexperimentoserealizó
llevandoa cabo unaelectroforesisen condicionesreductorasde las diferentespro-
teínas de IgG. Posteriormente,se realizó una transferenciay las membranasde
PVDF se incubaroncon los diferentesAcM (Métodos3.7 y 3.8), comprobándose
que los cinco AcM elegidoseranespecíficosde IgG4.



Proteína en la
fasesólida (1)

Anticuerpos monoclonales(2)

IgG1
Ho(ic,za)
Hu(ic,f)
Mi(X,f)
Lab(X,za)

ctCad 2. yic G4T.1 G4T.2 G4T.9 G4T.11 G4T.12
(control+)

1.3 0.02 0.05 0.05 0.05 0.03
0.04 0.04 0.05 0.06 0.05
0.04 0.06 0.06 0.06 0.04
0.03 0.05 0.06 0.06 0.06

lgG2
Bi(tc,N

t)
Ei(K,Nj
lss(2.,Nj
Pa(L,N~)

1.2 0.05 0.03 0,03 0.03 0.03
0.03 0.04 0.04 0.03 0.04
0.04 0.05 0.05 0.04 0.05
0.04 0.03 0.04 0.03 0.05

IgG
3
Hae(ic,b)
Hurn(X,b)
Reyóc,b)
RufQb)

1.3 0.06 0.04 0.04 0.04 0.04
0.05 0.05 0.05 0.04 0.03
0.06 0.06 0.04 0.04 0.06
0.06 0.05 0.05 0.05 0.04

IgG4
Bru(4b,ic)
Ste(4a,ic)
Fo(4a)v)
We(4a,X)
P-L

1.2 1.65 1.50 1.75 1.40 1.70
1.48 1.45 1.70 1.53 1.68
1.50 1.40 1.68 1.45 1.63
1.60 1.40 1.60 1.40 1.60
1.58 1.40 1.65 1.45 1.60

IgA
IgM
IgE

1.4 0.02 0.03 0.03 0.04 0.05
1.3 0.03 0.02 0.03 0.05 0.04
1.3 0.04 0.03 0.03 0.04 0.04

Cad2.
Cad1<

1.5 0.03 0.03 0.02 0.04 0.03
1.5 0.04 0.03 0.03 0.04 0.03

Tabla 4.2. ESPECIFICIDADDE LOS AcM ANTI-IgG4. El ensayoserealizó
segúnseindicaen Métodos3.2,adsorbiendolasdiferentesIgycadenasligeras
a lospocillos (1) eincubandoconlosAcM mencionados(2). Seutilizó como
2~ anticuerpoGAM marcadocon peroxidasa.Los resultadosmuestranla
mediade los valores obtenidospor duplicadode DO a 492 nm (filtro de
referencia630nm). El controlnegativode unióninespecíficaobtenidoconel
mielomaP3-X63Ag8fue de 0.03 unidadesde DO492~

45
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4.1.2.Caracterización de los anticuerpos monoclonalesanti-IgG4

La total caracterizaciónde un anticuerpomonoclonalesun proceso
largo y complejoquedependedel tipo de informaciónquesequieraobtenery sobre
todo del uso posteriordel anticuerpo.Habitualmente,sobretodo si sedisponede un
grupo de diferentesAcM, se llevan a caboexperimentosquenos ofreceninforma-
ción sobre la clase,afinidad,y númerodeepitoposreconocidosparapoderseleccio-
nar aquellosquemásnos interesen.

4.1.2.1.Determinaciónde la clasey constantede afinidad de los anticuerpos
monoclonales

E] conocimientode la clasey constantede afinidad de un anticuerpo
monoclonales importanteparadeterminarel protocolode purificación másconve-
niente (purificación por afinidad,etc), así como para preveersu utilidad en una

determinadatécnica(inmunoprecipitación,inmunodetección,ELISA, etc.).
El isotipo de los anticuerposse determinópor doble inmunodifusión

radial (Métodos3.5.1).Comosepuedever en la Tabla4.3, todos los AcM obtenidos
en la Fusión II son declaseIgG1 y sóloel AcM G4.J (Fusión1) esdeclaseIgG2~.

La constantede afinidad(Kafl sedeterminómedianteun RíA no compe-
titivo segúnseindicaen Métodos3.5.2 y los resultadosquesemuestranen la Tabla
4.3, indican que el anticuerpode menorafinidad (2.08 x l0~ M~

1) secorresponde
con el AcM G4T.2 y el de mayor(4.93 x l0~ M1), con el AcM G4T.9.

Tabla 4.3.CARACTERISTICASDE LOS AcM ANTI-IgG
4.

(*) Estosresultadosmuestranel valormedioobtenidode 6 de-
terminacionesdiferentes.
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4.1.2.2.Determinacióndel númerode epítoposdefinidospor los anticuemos
monoclonales

Uno de los principalesaspectosen la caracterizacióndeun paneldeAcM
esdeterminarsi estándirigidos frente al mismo, o a diferentesepítopos(determi-
nantesantigénicos)en la moléculadel Ag. Paraello, sellevó a caboun ensayode
competición,en el que se determinósi la unión del AcM marcadocon J125 a la
moléculade IgG4 seinhibíaen presenciade los otrosAcM sin marcar. Los resulta-
dos queaparecenen la Figura 4.1, muestranquela unión delAcM 04T.2 al Ag se
inhibe únicamentepor el mismo AcM siguiendounacurvadependientede la con-
centración, lo quenos indica queesteAcM reconoceun epítopodiferenteal resto.
Porotro lado, los otros 4 AcM, G4.l, 04T.9,G4T,ll y G4T.12, parecenreconocer
el mismoepitopo o determinantesantigénicosmuy próximos y relacionadospuesto
que la unión de cadaanticuerpoa la lgG4 esinhibida por los otros AcM, en grados
diferentesdependiendode la concentraciónutilizada. Estosresultadosparecensuge-
rir que los AcM estudiadosdefinenal menos2 epítoposdiferentes,no solapantes,
en la moléculade IgG4:

-EpítopoA reconocidopor G4T.2
-EpítopoB reconocidoporG4.1, G4T.9,G4T.11 y G4T.12
Otracaracterísticaimportantedeestosdeterminantesantigénicosesque

aparentemente,no se encuentranrepetidosen la moléculade IgG4, porquecada
anticuerpomarcadoradiactivamenteno escapazde unirseal Ág si estesepresenta
por el mismoAcM adsorbidoa la fasesólida.

4.1.2.3.Localizaciónde los epítoposdefinidospor los anticuerposmonoclonales

La informaciónobtenidacon los experimentosde competicióncruzada,
se complementócon la localizaciónde los determinantesantigénicosA y B en las
regiones Fab y Fc de la moléculade IgG4. La digestión con papaínade IgG4
humana(Métodos3.5.4) produjofragmentosFab,Fc ,asícomootros, resultadosde
digestionesparciales,como cadenapesada(H) y restosde cadenasligeras.Estos
fragmentosfueron separadosmedianteSDS-PAGEen condicionesno reductoras,y
setransfirieronpostenonnenteaunamembranadePVDF, llevándoseacabounain-
munodetecciónpor partede los diferentesAcM. Parapodercaracterizarclaramen-
te Los distintos fragmentos,llevamosdos controles,por un lado,un anticuerpoanti-
IgG4 comercial SK-44, especificode Fc (Jefferis y col., 1985) y por otro, una
mezclade AcM específicosde cadenasligeras (Materiales2.4) como marcadores
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Figura 4.1. ENSAYOSDECOMPETICIONDELOSAcM ANTI-IgG
4. Se llevaronacabo

comoseindicaen Métodos3.5.3.El porcentajede inhibiciónsecalculósegúnla fórmula: [1-
(cpminh/cpmmax)j x 100,dondecpminh. secorrespondeconla radiactividadunidaa la fase
sólidaenpresenciadel AcM inhibidor (A G4. 1; 0 G4T.2; O G4T.9; e G4T.ll;• G4T. 12)
y cpmmax,con la radiactividaden ausenciadelAcM inhibidor (PBS-SAB).

125 I-G4.1
100

‘o
o
•~ 50

15000 1500 150

ng

1251-G4T.9

1500 150 15

‘o

1~

y-

loo

15000 1500 150
ng ng

10W

‘o
o
~Zsw







51

4.2. ENSAYOS DE VALORACION DE IgG4

4.2.1.ELISA para la cuantificación de IgG4 total

El hechodequelos AcM anti-IgG4obtenidosenestetrabajodefinandos
epítoposdiferentes,nos ha permitido desarrollarun ensayotipo “sandwich” para
valorarestasubclase,que secaracterizaporqueel Ag poseedos puntosde enlace
con los anticuerpos.Inicialmente,seprobarondiferentescombinacionesdeAcM y
los mejoresresultadosse obtuvieroninmobilizandoel AcM anti-Fab(G4T.2) a la
fase sólida y empleandoel AcM anti-Fc 04T.9 marcadoradiactivao enzimática-
mente,siguiendoel procedimientodel esquema:

E

Saturación Lavados

Lavados

Adsorciondel AcM 04T.2 Incubación Incubación
(5 pg/mI, 100 pI, 1k, 37

0C) suerohumano AcM 041.9*
(50 pl, lh, La.) (50 pI, lh, ita.)

Figura4.4. ENSAYO DE CUANTIFICACION DE 1g0
4TOTAL. El símbolo (*) indica

que esteAcM G4T.9 se utilizó bien marcadocon o bien conjugadocon Biotina o ¡3—
galactosidasa.

Lascurvasdereferenciaobtenidasconel suerocalibradoen su contenido
en IgG4 comoseindicaen Métodos3.11.1 y utilizando el anticuerpoG4T.9 marca-
do con1125, ¡3-galactosidasay biotina fueronmuy semejantes,con sensibilidadesdel

ordende 1 ng, y por razonesde comodidadde marcaje,estabilidaddel conjugadoy
además,mayor sensibilidad,se puso a punto el ensayode cuantificaciónde IgG4

total utilizando el AcM G4T.9 conjugadocon biotina.
Es importantea la hora de desarrollarun inmunoensayodeterminarlos

parametrosque nos van a indicar la utilidad del sistemaen cuantoa su calidad
analítica,como: especificidad,límite de detección, precisiónintra e interensayo,
recuperacióny rangodetrabajo.

La sensibilidad(definidacomoel valor de la concentración,en estecaso
del suero calibrado,cuyadensidadópticamedia(DO) menos3 desviacionesestán-
dar, DS, esigual a la DO más3D5 del diluyente)secalculódespuésde ensayar3
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vecesel diluyente frente a la curvaconstruidaa partir de dilucionesseriadasdel
suerocalibrado (Métodos3.11.1)desde1 pg/ml. Comoseobservaen el gráfico de
la Figura4.5, estase encuentrapor debajode 1 ng/mí, aproximadamenteen 0.5 ng/
ml. En cuantoal rango de trabajoque nos permiteesteensayocuantitativocon la
curvaobtenida, estácomprendidoentre4 y 200 ng/ml.

nl”

2.5 -

2-

1.5-

1

Ok -

o

0.1 10 100 1000
ng/ml IgG4

Figura4.5.CURVA ESTANDAR PARA LA VALORACION DE IgG4TOTAL.
Curvapreparadaa partirdel suerocalibradode referenciacon dilucionesfactor
1/2. Cadapuntocorrespondeal valor mediode de 3 determinacionesy
su correspondienteDS. La línea de puntos representala DO-i-3DS para el
diluyente(0.06).

La precisión,expresadacomocoeficientede variación(CV) tanto intra como
interensayo,y que da cuentade la variabilidadenunamismamedidacomoconse-
cuenciade los erroresacumulados,secalculóutilizando 6 sueroshumanoscon un
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rangodeconcentracionesde IgG4 entre0.082y 1.42mg/ml. La variaciónintraensa-
yo sedeterminóensayando6 sueros8 vecesen el mismoexperimentoy seobtuvo
un CV medio de 4.15%.En cuanto a la evaluaciónde la variación ínterensayo,se
llevó a cabo midiendo el contenido de IgG4 de las 6 muestrasen 6 experimentos
diferentesobteniendoun CV medio de 6.08%(Tabla4.4).

Suero Intraensayo Interensayo
media±DS n CV(%) media±DS n CV(%)
1g04mg/ml ______ IgG4 mg/ml

1 0.156±0.005 8 3.2 0.154±0.009 6 5.8
2 0.339±0.013 8 3.8 0.334±0.020 6 6.0
3 0.636±0.013 8 2.0 0.641 ±0.024 6 3.9
4 0.760 ±0.020 8 2.6 0.755 & 0.030 6 4.0
5 1.420±0.107 8 7.5 1.420 ±0.140 6 6.9
6 0.086±0.005 8 5.8 0.087±0.006 6 6.9

Tabla4.4. PRECISIONDEL ENSAYO DE 1g04 TOTAL. n correspondeal número
de estimacionesy CV al coeficientede variación.

El parametrorecuperación,que es una valoración de la linealidad del
ensayo,seevaluóestudiandolos siguientesfactores:

—El efectode la dilución de la muestra,queeslo quehabitualmenteseconoce
comolinealidad.

-El efectode la mezciade muestrascon diferentecontenidoen IgG4, que se
sueledenominarrecuperaciónpropiamentedicha.

La linealidad seestudiócon los mismossuerosanteriores,ensayándoles

a 3 diluciones diferentes(factor 1/2) comprendidasen la zona útil de trabajo del
ensayoy el CV obtenidosobrelos valoresde concentracióncorregidospor el factor
dedilución varió entreun 3 y un 7%. Paradeterminarla recuperacióndel ensayose
utilizaron 4 suerosdiferentes( número1, 2, 3 y 6 de la Tabla4.4).El suerocon una
concentraciónde IgG4 de 86pg/ml fue suplementadocon los otros tres, de 156, 339
y 636 pg/ml respectivamente,y despuésdeensayarlas mezclassecomprobóqueel
92, 89 y 95% de la IgG4 añadidaen cadacasofue recuperada.

Aunque los AcM son específicosde IgG4 (Tabla 4.2), se confirmó la
especificidaddel ensayoutilizando un panel de paraproteinasde isotipos G1, G2 y
G3 (Tabla4.2). El ensayode éstasa unaconcentraciónde 200 pg/ml, quees 1000
vecessuperiorqueel límite superiorde la zona útil de trabajodel ensayo,no dió
señalsignificativaen ningúncaso.Asimismo,secomprobóqueestas inmunoglobu-
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linas presentesen los suerosy que no presentanreactividadcruzadaen nuestro
ensayo,no provocabanningún tipo de perturbacióne interferenciaen la valoración
de IgG4. Paraello, seobtuvieron4 curvasde calibracióndiferentesutilizando como
diluyente PBS-SAB solo o suplementadocon 100 pg/ml de lgG1, IgG2 e IgG3
(Figura4.6). La presenciadeestastressubclasesde IgG no alterósignificativamen-
te la curvaestándarde IgG4,no encontrándosediferenciassignificativasentrela 4
curvasde ensayoobtenidas.

2.5-

1.5-
o

1-

.5 -

1 100

ng/ml IgG4

Figura 4.6. EFECTO DE LAS OTRAS SUBCLASES DE IgG EN LA
CUANTIFICACION DE IgG4 TOTAL. Las cuatro curvasde ELISA fueron obtenidas
usandosuero calibradodiluido en PES-SAR( e ) o diluido en el mismo tampónpero
suplementadocon 100 pg/ml de IgG1 Hu ( o ), lgG2 Iss (a ) o IgG3 Si (u).

rn •• m-- mm-u rr-? 1 T T

10 1000
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4.2.2.ELISA para la cuantificación de IgG4 específica

El estudiodel comportamientode lo anticuerposIgG4 específicosrequie-
re la disponibilidadde ensayosde gran sensibilidady reproducibilida,queademás
seancuantitativos.Hastaahora,la mayoríade los métodosdescritosson sólo semi-
cuantitativos y muy pocos investigadoreshanabordadoesteproblema.Es por ello
por lo quesehapuestoapuntoun ELISA cuantitativo,cuyoesquemasemuestraen
la Figura4.7, parala valoraciónde IgG4 específica.

Saturación

Lavados

Adsorcióndel Ag
(aiergenos)

Incubaciónsuero
(50 pl, Ib, t.a.)

Lavados

Incubación
30 mio,37

0C

Lavados

IncubaciónAcM G4T.9
(50pl, Ib, t.a.)

Adicción solución
parada(100pl)

Figura4.7. ENSAYO PARA LA CUANTIFICACION DE lgG
4 ESPECíFICA.El AcM

G4T.9se utilizó en esteensayoconjugadocon j3—galactosidasa(Métodos3.11.2).

Como se puede ver en el esquema,el Ag, en este caso los diferentes
extractosalergénicos,se adsorbieronal plástico y el AcM anti-IgG4 seleccionado
comoanticuerpotrazadorfue el de mayor afinidad, el G4T.9.Paraque ademásel
métodofueracuantitativo,sedeterminóel contenidoen IgG4 específicafrentea una
gramíneade un sueroqueposteriormente,seempleócomoreferenciaen el ensayo.
La calibraciónde este suero,asícomolas característicasdel ensayosedescribena
continuación.

Adicción sustrato
o
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4.2.2.1.Preparación de la curva de referencia

Laconstrucciónde la curvaestándardel ensayosehizo determinandoen
primerlugar, la cantidaddeIgG4 específicade1-’ hleumpratensede un suerotomado
comoreferencia.Estacantidadsecalculócomola diferenciaen la concentraciónde
lgG4 total antesy despuésde la eliminación de los Ac lgG4 específicosa este
extracto.Estaeliminaciónseconsiguiómedianteun procesode absorciónde los Ac
IgG4 específicosa un excesodel extractodePhleumunido a unafasesólida (15 pg
de extractopor pí de suero),comoseindica en Métodos3.11.2.Paraquecon este
procedimientola eliminaciónde la lgG4 específicafueraefectivaeranecesariodis-
ponerde un suerocon unaconcentraciónde lgG4 total bajay con un nivel de lgG4
específicaque representarauna fracción importante del contenido total de esta
subclase.De estaforma, las variacionesen los nivelesde lgG4 específicaserefleja-
rían en variacionesen los de IgG4 total antesy despuésde la adsorción,pudiéndose
cuantificarcon precisión.La localizaciónde un suerode estascaracterísticasentra-
ña gran dificultad, debidoa la queen la mayoríade los casosla contribuciónde la
IgG4 específicaal contenidototal de estasubclaseesmuy baja(Laytony Stanworth,
1984).

Por estarazón, seanalizaron300 suerosde pacientesalérgicosal polen
de gramíneassometidosa un tratamientode inmunoterapiafrentea Phleumpraten-
sey seeligió como suerode referencia,uno conunaconcentraciónde lgG4 total de
94.4pg/ml y altosnivelesde específica.Comoconsecuenciadel procesode absor-
ción, seprodujo unaeliminacióncompletade los Ac lgG4 específicosque, asuvez,
se reflejó en una reducciónreproduciblede la concentraciónde IgG4 total hasta
69.6 pg/ml (Tabla4.5). Representando,por tanto, la diferenciaentre la concentra-
ción antesy despuésde la absorción(24.8ng/ml) el valor de la concentracióndelos
Ac lgG4 específicosen estesuerode referencia.Como control de la especificidad
del método,sellevó a caboun experimentosimilar conun suerodebajocontenido

IgG4 total IgG4 total IgG4específica
antesde la absorción despuésde la absorción *

100.0 73.9 26.1
99.0 74.7 24.1
90.0 64.1 25.9
88.6 65.7 22.9

X±DS=94.4±5.9 X±DS=69.6±5.5 X±DSz=24.8±l.5

Tabla 4.5. CALIBRACION DEL CONTENIDODE IgG4ESPECíFICADEL SUERODE
REFERENCIA.Losvaloresrepresentanpg/ml deIgG4. LosresultadosdeIgG4específica(*)
secalcularoncomodiferenciadel contenidode ¡gO4total antesy despuésdela absorciónde
la lgG4 específica.
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enIgG4 total y sin IgG4 específicafrenteal extractodePhleum.Comoresultado,no
seobtuvierondiferenciassignificativasentrelos nivelesde IgG4 total antes (38.8±
3.9 pg/ml) y después(36.0±2.5 pg/ml) de la absorción.

Parapoderdisponerdegrandescantidadesde sueroestándarparasuce-
sivosanálisis,se preparóunamezclade sueroscon altosnivelesde lgG4 específica
aPhleumpratensey secalibrófrenteal suerodereferenciaoriginal. Con estefin, se
ensayótanto el suero de referenciaoriginal, como la mezclade suerosde forma
paralelay a distintasdilucionesy la concentraciónde IgG4 específicade la mezcla
se calculó interpolandode aquellasdilucionesque dieron valores de absorbancia
queestabandentrode la zonaderespuestalineal delensayo.Despuésde realizarel
experimento4 vecessecalculóunaconcentraciónde 12.7±1.3 pg/ml de JgG4anti-
Fhleumpratense y con este estándarsecontruyóunacurvapatrón.La Figura4.8
muestrala curva de ensayoobtenidacon la preparaciónestándarindicada, cuyas
característicassedescribenacontinuación.

2.5 -
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IgG4específica(ngIml~’)

Figura4.8. CURVA DE CALIBRACION DE IgG4ESPECIFICA.Curvapreparadaapartir
deunamezcladesuerosanti-Phleumpratense(diluciones,factor1/2).Cadapuntocorrespon-
de a] va]ormediodeDO4~de3determinacionesy sucorrespondienteDS.La líneadepuntos
representala absorbanciade 1 sueronegativomás3D5 (0.036).
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4.2.2.2.Propiedadesdel ensayo

La construcciónde la curvapatrónapartir de la mezclaestándarsehizo
ajustandola concentraciónde IgG4 específicadeestamezclaa 10 >ig/ml y ensayan-
dola con diluciones seriadas(1:2) hasta1.2 ng/ml. Comoresultado,se obtuvo la
curvaque semuestraen la figura 4.8. La sensibilidad,quesedefinióen los mismos
términos que parael ensayode IgG4 total, se determinó ensayando12 vecesun
sueronegativosin IgG4 específicaaPhleumpratense.La sensibilidadobtenidafue
de 5 ng/ml. Sobrela mismagráfica tambiénse puede observarque la respuesta
alcanzala saturaciónaproximadamentea unaconcentraciónde 1 .2 jig/ml, y queel
rangoefectivode trabajoesde másde 2 órdenesde magnitud.

La precisión intra e interensayose calculó con 5 sueroscon diferente
contenidoen lgG4 específicaa Phleumpratense, 17.2, 10.6, 4.8, 2.6 y 1.4 pg/ml

respectivamente,ensayándolospor cuadruplicadoen 6 experimentosdiferentes.
Comoseve en la Tabla4.6, obtuvimosun CV medio intraensayode 8.0% y un CV
medio interensayode 10.1%.

Suero IgG4específica CV(%) CV(%)
(pg/ml) ¡ntraensayo ¡nterensayo

17.2 10.7 14.4
2 10.6 8.2 10.0
3 4.8 6.5 6.8
4 2.6 6.9 82
5 1.4 7.6 11.1

X=8.0 X=iO.1

Figura4.6. PRECISIONDEL ENSAYO DE lgG4 ESPECIIFICA.

La recuperacióndel ensayose investigócon 3 suerosA, B y C con
diferenteconcentraciónde IgG4 específicaa Phleumpratensey un sueronegativo.
El experimentose realizó mezclandoen diferentesproporcionesel sueronegativo
con cadasuero positivo y ensayandolas mezclaspor triplicado, comparandolos
valores de concentraciónde las mezclasesperadosy obtenidos.Como resultado,
comoseve en la Tabla4.7, la recuperaciónobtenidafuedel 105%,99.5% y 108.7%
respectivamente.

Paraasegurarla especificidaddel ensayo,serealizarondos expenmentos
diferentes empleandoen amboscasoscomofuentede IgG4 inespecificaunamezcla
deparaproteinasde IgG4 : We, Bm y Fo. En primerlugar,sedeterminóel contenido
de lgG4 específicaa Phleumpratenseen la mezcla y no seobtuvieronvalorespor



Sueros

% SueroA

Valor
esperado~’~

Valor
observado

% Suero(-)

Recuperación
(%)

80 20
60 40
40 60
20 80

% SueroB % Suero(-)

2080
60 40
40 60
20 80

% SueroC % Suero(-)

80
60
40
20

20
40
60
80

Tabla4.7. RECUPERACION
TgG4 específicaseexpresanen

DEL ENSAYO DE IgG4 ESPECíFICA.Los valoresde
todos los casosen pg/ml.

encimadel fondo, utilizandoconcentracionesde IgG4total de hasta500 pg/ml (esta
concentraciónrepresentaríaparaun suerodiluido 1:25 una concentraciónde IgG4
total de 12.5 mg/mí, valor muy excepcionalmeteencontrado(Magnussony col.,

1986). Porotro lado,seestudióel posibleefectode interferenciade altosnivelesde

IgG4 inespecíficaen la cuantificaciónde IgG4 específica.Paraello, se suplementa-

ron 4 sueroscon diferentecontenidoen IgG4 específica(9.0, 4.5, 1.8 y 0.9 pg/mil)

con 100 pg/ml de la mezclade paraproteinasde IgG4 indicaday seensayaronen

paralelo con los mismossuerosno suplementados.Como se observaen la Tabla

4.8, si secomparanlos valoresesperadosy obtenidosno existeningunadiferencia

significativaentreellos, por lo queseconcluyóquenivelesaltosde IgG4 no especí-
fica no interfierenen el ensayo.

Comocontrol adicionaldel ensayo,sedecidió compararel ELISA
desarrolladocon otro métodopreviamentepublicado(IgG4 FAST). Estemétodose
caracterizapor serun ELISA fluorescentequevalorael contenidode IgG4 en pg/ml
utilizando unacurvaestándarde lgG4 específicade venenode abejapurificadapor
cromatografíade afinidady su límite de sensibilidades de 2 pg/ml. El estudiose
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8.6
6.4
4.3
2.1

8.2
6.5
4.5
2.4

3.9
2.9
1.9
1.0

95
102
109
114

100
93

105
100

3.9
2.1
2.0
1.0

4.3
3.2
2.1
1.1

4.2
3.5
2.5
1.2

98
109
119
109
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llevó a cabocon unossuerosdepacientesalérgicosa venenode abeja.Comoresul-

tado, con el ensayopuestoa punto en estetrabajo sedetectaronmayor númerode

suerospositivos,puestoque la sensibilidadesmayor (5 ng/mí) y seobtuvo unaco-

rrelación excelenteentre ambosmétodosen la valoraciónde aquellossueroscon
IgG4 específicasuperiora 2 pg/ml (r~ 0.9763,pendiente= 0.8531).

Valor Valor
esperado(» observadom

9.0 10.0 278
4.5 4.5 556
1.8 1.7 1389
0.9 0.8 2780

Tabla4.8. INTERFERENCIADE LA IgG4 NO ESPECíFICA
EN EL ENSAYO DE IgG4 ESPECíFICA.Los nivelesde IgG4
específicasemidieronantes(1) y después(2) de laadicciónde
IgG4inespecífica.Los valoresseexpresanen pg/ml. R~

3~indicala
relación entre el contenidode lgG

4 inespecífica/específicade
suerosuplementado.
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4.3. VALORACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA IgG4
EN ALERGIA

El desarrollode los ensayosde IgG4 total y específicanos ha permitido
disponerde la tecnologíanecesariapara cuantificarcon precisión,especificidady
sensibilidadlos nivelesde IgG4 en diferentespatologíasalérgicas.El conocimiento
de estosnivelesy muy especialmentelas variacionesque experimentanpuedeser
de gran utilidad desdeel puntode vista clínico paraayudara comprenderel papel
de la IgG4 en la Alergia. Es por ello, por lo que utilizando los ensayospuestosa
punto seha determinadola concentraciónde lgG4 total y específicade determina-
dos alergenosen pacientescon diferentespatologíasalérgicas,asícomoen el trans-
cursode tratamientosde inmunoterapia.

4.3.1.Determinación de los nivelesde IgG4 total

Paraestudiarlas variacionesproducidasen el comportamientoséricode
la lgG4 comoconsecuenciade las enfermedadesalérgicas,sevaloró el nivel de IgG4
tota] en un grupo de pacientesa]érgicosa gramíneas con diferentesintomatología
clínica, asmay/o rinitis, antesy despuésde un tratamientode hiposensibilización
especificocon extractode Phleumpratense.Asimismo,como control y paraesta-
blecer los valoresde referenciaen individuossanos,sedeterminóla concentración
deestasubclaseen un grupodedonantesno atópicos.Los resultadossemuestranen
la Tabla4.9

o Rango (mg/mi) X±DS(mg/mi)

Donantes noatópicos 30 0.03-2.3 0.461±0.481

Atóp¡cosantesde iT 36 0.05-2.6 0.530±0.560

Atópicosdespuésde IT 36 0.05-5 0.697±0.908

Tabla4.9. NIVELES DE IgG4TOTAL EN ATOPICOSY NO ATOPICOS.
(n) representael númerodeindividuosestudiadosencadagrupoy X lamedia
de los valoresobtenidos.

Como sepuedeobservar,el valor medio obtenidopara el grupode
individuosno atópícosfue de 0.461 mg/mí, con un rangode concentracionesmuy
amplio, entre 0.03 y 2.3 mg/mI, que solapabacon el obtenido para el grupo de
pacientesatópicos.En esteúltimo grupo,el valor medioobtenidofue ligeramente,
aunqueno significativamente superior (0.530 mg/mí). Finalmente,despuésdel
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tratamientode IT, estemismogrupode individuosexperimentóun incrementoen la
concentraciónde IgG4 total, alcanzandoel valor medio de 0.697 mg/ml con un
rangode variaciónaúnmásamplio queen los casosanteriores(0.05-5mg/mí). En
estecaso,el aumentomediode IgG4 total detectadodespuésdel tratamientofue es-
tadisticamentesignificativo (p=0.036),de hecho,si seanalizacadapacienteindivi-
dualmentesecompruebaqueel 68% de los individuosexperimentóenel transcurso
de la IT un aumentoen la concentraciónde IgG4 total significativo.

Por otro lado, seha descritoqueuno de los aspectosquepodríaafectara
Jaconcentraciónde 1g04 esel sexode los individuos. Parainvestigar]o,sellevó a
caboun estudiosobrela influenciade estavariablesobreel nivel de IgG4 total en el
grupo de individuos alérgicos(con y sin tratamiento)anteriormentemencionadosy
los resultadosobtenidossemuestranen la tabla4.10.

IgG4 total IgG4 total
antesIT despuésIT

X±DS(mg/mi) Rango (mg/mí) X±DS(mg/mi) Rango(mg/mi)

Mujeres 0.422±0.395 0.05-1.5 0.465±0.312 0.05-2.6

Hombres 0.680±0.722 0.05-1.2 0.930±1.20 0.06-4.5

Tabla4.10.INFLUENCIA DEL SEXOSOBRELA CONCENTRACIONDE lgG4
TOTAL.

El análisisestadísticodeambaspoblacionesindicó queaunquela media
de la concentraciónen hombresseamásalta las diferenciasexistentesentreambos
grupos antesy despuésde la IT no fueron estadísticamentesignificativas. Esto
sugierequeno existeunainfluenciasignificativadel sexosobrela concentraciónde
1g64 total, en contrade la mayoríade los datoshastaahorapublicados(Magnusson
y col., 1986).

Todosestosresultadostomadosenconjuntoparecenconfirmarla dificul-
tad que puedeexistir a la hora de establecerdiferenciasentregruposcon distintas
característicasy distintaspatologías,debido a la granvariabilidad de valoresobser-
vados.

4.3.2. Determinación de los nivelesde IgG4 específica

Paracompararel comportamientode los nivelesde IgG4 específicacon
los de IgG4 total, se hizo un estudioparalelo al anterior en el que se analizó la
presenciadeanticuerpos1g04específicosfrenteados extractosalergénicos(Phleum
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pratensey epitelio de gato) en el grupo de individuos no atópicosanteriormente
mencionadoy en dos gruposde pacientesalérgicos sometidosa IT. Los resultados
obtenidossemuestranen la Tabla4.11.

Tabla 4.11. NIVELES DE IgG4ESPECJFICA EN ATOPICOSY NOATOPICOS. (n)
representael númerode individuosen los que sedeterminéla concentraciónde IgG4
específicaa (1) Phleum pratensey (2) epitelio de gato. X representala mediade las
concentracionesde lgG4.

Como se puedeobservaren la tabla,en el grupo control de donantesno
atópicos, sólo 2 individuos tenían IgG4 específicadetectablefrente a Phleum,
aunquecon valoresinferioresa 0.05pg/ml. Por el contrario,el 50% de los indivi-
duosalérgicosa esagramíneateníanlgG4 detectable,aunquelos valoresobtenidos
en todos los casosfueron menoresde 1 pg/ml. Considerandoahorael comporta-
miento frente al otro extractoalergénico,epitelio de gato, mientrasqueenel grupo
control sólo sedetectaron3 individuos con IgG4 específica(0.1 pg/ml), el 67% de
los pacientesalérgicosa epitelio de gato poseían1g04 específicacon nivelesde
hasta10 ~g/ml. La existenciade valorestan elevadosen estegrupoprobablemente
indique unamayor exposiciónal alergenoque en el casodel polen de gramíneas.
Finalmente,ambosgruposexperimentaronun cambiodramáticoy significativo en
susnivelesde anticuerposespecíficoscomoconsecuenciade los tratamientosde hi-
posensibilización.La comparaciónentre las variacionesque se producenen los
niveles totalesy específicosde estasubclasedurantela IT seestudiarácon detalle
másadelante(Resultados4.2.3).

n n con IgG4 X IgG4 rango
específica (pg/ml) (pg/ml)

1
Donantesno atópicos 31 2 <0.05

AtépicosantesIT 53 26 0.068 <0.05-0.260

AtópicosdespuésIT 53 53 64.6 2.4-260

2

Donantesno atópicos 31 3 0.1 0.05-0.2

AtópicosantesIT 24 16 1.29 <0.05-10

AtópicosdespuésIT 14 14 12.8 1.3-42
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Porotro ladoy siguiendocon el estudiode los nivelesde lgG4 específica
y dejandoapartelos tratamientosde IT, hay un campodentrode la Alergia, quees
la alergiaaalimentos,dondela valoraciónde lgG4 específicapodríatenerunagran
relevanciadebidoa que en numerososcasos,no se detecta IgE específica.Es por
ello por lo que sedeterminóla concentraciónde IgG4 específicaa proteínasde la
leche en un grupo de 24 niños con diferente sintomatologíay niveles de IgE,
llevandocomocontrolun grupodeniños no atópicos.Los valoresmediosobtenidos
fueron:

- Atópicos = 15.4±24.7pg/ml
- No atópicos = 1.08±2.5 pg/ml

A diferenciade lo queocurríacon los aeroalergenos,los nivelesde IgG4
específicafrente alimentos(en estecaso leche)en pacientealérgicosson mucho
más elevados,si bien tambiénes más común que los individuos normales los
poseanaunquesu presenciaseasignificativamentemásbaja. En cualquiercaso,si
comparamosestosresultadoscon los anteriores,podemosobservarque, al menos
cuantitativamente,la presenciadeAc IgG4 específicosde alimentosparecesermuy
importantey aunqueno seha llevado a caboun estudiodetalladode su relevancia
clínica, hayque mencionarcomodato importantequede los 24 niños conAc IgG4
específicosde lechey sintomatologíaalérgica,12 carecíande nivelesdetectablesde
IgE.

4.3.3.Comportamiento de la IgG4 en Inmunoterapia

Uno de ¡os posiblespapelesatribuidos a la IgG4 es el de anticuerpo
protectorduranteexposicionesantigénicasprolongadas,comoesel casode los tra-
tamientosde hiposensibilización.Debido a la importanciaclínica de estetipo de
tratamientos,en el presentetrabajoseha dedicadoun apanadoespecialpara su es-
tudio.

Los resultadosexpuestosanteriormenteindican que, tanto los nivelesde
1g04 total como los de lgG4 específicaaumentansignificativamentedurantela IT.
Paracompletarcon detalleestosdatos,seanalizó la variación experimentadapor
los nivelesde IgG4 total y específicacon el tiempo y su posiblecorrelacióndurante
un tratamientode hiposensibilización.Paraello, secuantificóel contenidode IgG4
total y especificoa lo largode un tratamientode IT de 2 añosy medioen un grupo
de56 pacientesalérgicosaPhleum pratense(el tratamientofue realizadopor el Dr.
FernándezdeCorrés,Hospital SantiagoApóstol,Vitoria). La Figura4.9 muestrala
evoluciónen los nivelesmediosde lgG4 específicaa lo largo del tratamiento.
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Tabla4.9.CAMBIOSENLOSNIVELESDEIgG4ESPECIFICADURANTE
LA IT. En el gráfico se representala X±DSde IgG4 específicaa Phleum
pratenseen jag/ml en escalalogarítmicaen diferentesintervalosde tiempodel
tratamiento.

Al comienzode la terapia, seprodujo unarespuestainmediatade IgG4
específica,manifestándoseen un aumentomuy acusadoen susnivelescoincidiendo
con el momentoen que se alcanzóla dosisde mantenimientodel tratamiento.Sin
embargo,hastael primeraño, la lgG4 específicano llegó aalcanzarconcentraciones
elevadas.Pasadoesteperiodo,seprodujoun segundoincremento,detectándosean-
ticuerposespecíficosde IgG4 en concentracionessuperioresen algunoscasosa 200
pg/ml, concentracionesquesemantuvieronelevadasinclusodespuésde finalizar la
IT.

Por el contrario, debido a la gran variabilidad en el comportamiento
sérico de los niveles de IgG4 total, no se pudo establecerun patrón común de
respuestadurantela hiposensibilización.En la Figura 4.10 se representala varia-
ción en los nivelesde IgG4 total y específicaen 4 pacientesindividualesrepresenta-
tivos del comportamientode ambasrespuestasde IgG4.Comoya seha indicado,la



66

3-

2

1
E

1

o
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

1000

EIOOr

2

lo

E
El

z1

¡ .01
30

-1,

1.

03

Meses

6 9 12 15 18 21 24 27

Meses

3 6 9 12 15 18 21 24 27

Meses

1

=100

3

2
E 10

-c

2.

1

E

1—

d

A—
‘-u--

BlOC

10

1

E.’

1

O ..01
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

.01
30

Meses

Figura4.10.CAMBIOS EN LOSNIVELES DE IgG4TOTAL Y ESPECíFICADURANTE
LA IT. En cadagráfico serepresentanlas concentracionesde IgG4 específicaa Phleum
pratenseen el eje derechoen pg/ml y a escalalogarítmica( u ) y los de IgG4 total en el
izquierdoen mg/ml ( • ) decadapaciente.

— 1gG4 total

—U- IgG4 específica

u—

A—...

¡

1000

~1O0

-s

A-

7
¡

lo
-c

2.

b

1

.1

.01
30

3

2

.4

E

1

;¡

o’
o

-c

E.



67

respuestade IgG4 específicasiguióun perfil comúnen todos los pacientesdiferen-
ciándosesólo a nivel cuantitativo. Sin embargo, los cambios producidosen la
respuestade IgG4 total fueronmuy variables:algunospacientesexperimentaronun
incrementode la concentraciónde IgG4 total (gráfico a), en algúncasoseprodujo
una disminución en el contenido total de esta subclase(gráfico b) y finalmente,
algunospacientesno experimentaronvariacionessignificativas(gráficos c y d).
Tras esteanálisis, no se pudo concluir queambasrespuestasfueran paralelasa lo
largo del tratamiento.Sin embargo,fue posibleestablecerunacorrelaciónsignifica-
tiva (Coeficientede correJacióndePearson,r = 0.47415,pcO.Ol>entrela presencia
de anticuerposespecíficosde IgG4 despuésdel primer añoo al final del tratamiento
y el contenidoinicial de lgG4 total. Esto quieredecir queel grupo de pacientesque
respondierona la IT con altasconcentracionesde 1g04 específicasecaracterizaron
por tener,antesde iniciar el tratamiento,unosnivelesdeIgG4 total elevados.

Ademásde valorarel comportamientoséricode la IgG4específicafrente
al extractoalergénicocompletodurantelos tratamientosde hiposensibilización,se
analizó su papel comoanticuerpobloqueante,determinandoel patrón dereconoci-
miento antigénicofrente a los diferentescomponentesde los extractosalergénicos
utilizadosen IT. Esteaspectoesimportanteporqueestetipo de extractossecaracte-
rizanpor ser, en la mayoríade los casos,mezclascomplejasdeproteínasde lasque
soloalgunastienenactividadalergénicay se hasugerido(Van Der Zeey col., 1988)
quelos anticuerposIgG4 seproducen,al igual quelos IgG1, frentea la mayorparte
de los componentes,independientementede que sean o no alergénicos.Si estoes
así, disminuiría la capacidadde neutralizaciónde la IgG4, ya que para que un
anticuerpobloqueanteseaeficazdebeestardirigido contralos mismosdeterminan-
tes, o al menoscontradeterminantesde la mismamolécula,quelos anticuerposIgE.
Parallevar acaboesteanálisis,se eligió unaIT con epitelio de gatocuyo extracto
está bien caracterizadobioquimicamente (Duffort y col., 1988). El estudio se
realizó en un grupo de pacientesalérgicosa gato cuyo tratamientofue llevado a
cabo por el Dr. Cuesta,Hospital Ramón y Cajal (Cuesta,1989), determinándose
antes,durantey al final de la IT, la respuestade IgE, IgG1 e lgG4 frente a dos
componentesdel extracto,albúminade gato y Fel d 1. La albúminade gato esun
componentemayoritariodel extracto(40%), quesecaracterizapor ser unaproteína
de alto pesomoleculary de baja alergeneicidad,yaque hastaahoraestabadescrito
quemuy pocospacientesdesarrollabanIgE específicafrentea estecomponente.Por
el contrario, el otro componenteanalizado,Fel d 1 es minoritario en el extracto

(1%). Sin embargo,esel principalalergenoya quemásdel 80% de los individuos
alérgicosa gato poseenIgE específicafrente a este componente(Duffon y col.,
1991). Losresultadosde esteexperimentoaparecenen la Tabla4.12.
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IgG4 ESPECíFICA

PACIENTE

2
3
4
5
6
7
8
9

lo
11

12
13
14

Albúmina de gato

TO
1

0.5
2.8
0
O
0.1
0.4
0.5
O
O
0
O
O
0.2

Ti
1

0.5
41.5
0.3
0.4

11
16

1
0.5
O
O
0.2
0.5

T2
3
3
6.7
1
2
8
9
1
1
0.5
0.9
0.2

1

IgE ESPECíFICA

PACIENTE Albúmina de gato

T2
0.3
0.2

>50
0.4
0.8

>50
2
5
0.6
0.2
0.2
0.3

TO
1.3
0.9

>50
7.1

20
>50

2.4
14
5.6

11
0.4

14
-5

0.5 >50

FeldI

TO
1
o
0.8
0.9
1.2
0.2
0.2
0.5
O
O
0.5
O
0.2
0.2

Ti
15

1.1
2.1
6.4

22
17
12

1
3

lo
5
4

11

T2
14

2.4
4.4

14
28
35

8
1
5

16
2
5

2

FeldI

1
2
3
4
5
6
7
8
9

lo
11
12
13
14

TO
0.3
0.2

>50
0.2
0.2

>50
9.9

22
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2

Ti
0.4
0.2

>50
0.3
0.3

>50
1.8
5
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2

TI
1.7

3.9
>50

8.7
2.8

>50
5

20
20
6.8
0.9
8.5

21

T2
0.9
2.1

>50
5
2.1

>50
2.5

14
lo
4
0.3
8.3

>50
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IgG1 ESPECíFICA

PACIENTE Albúmina de gato Feld 1

TO TI T2 TO Ti T2
3 8 10 2 20 4

2 6 II lO 2 17 7
3 15 23 16 3 15 5
4 1 2 2 2 4 3
5 2 20 15 4 25 3
6 7 28 13 4 24 4
7 II 27 24 4 9 3

8 9 21 13 7 15 14
9 2 18 29 2 23 3

10 2 5 7 1 16 5

11 3 2 4 1 7 2
12 2 5 8 1 16 3
13 1 6 - 2 13 -

14 2 - 5 2 - 5

Tabla 4,12. NIVELES DE IgG4, IgG1 E IgE ESPECIFICASDURANTE LA IT
(EPITELIODEGATO).Enla tablaserepresentanlosvaloresdeIgG4especificaen pg/
ml (Métodos3.11.2)y de IgG1eIgE específicasen unidadesrelativas(Métodos3.12)
duranteunaIT con epitelio de gato.TO, TI y T2 indicanel tiempoantesde iniciar el
tratamiento,durantey al final del tratamientorespectivamente.(-) indica falta de
muestra.Losvaloresexpresadosen negrita indican los pacientescon IgE e IgG4
específicade albúminade gatomuy elevada.

Aunquela comparaciónde los datossólo seacualitativa,puestoquelos
valoresde cadainmunoglobulinaestánexpresadosen diferentestipos de unidades
(Métodos3.11 y 3.12), sepuedenextraeralgunosdatosde interés.Así, aunqueen
la mayoríade los pacienteslos anticuerpos¡gE específicosqueposeíanestabandiri-
gidos frente al alergenomayoritario,Fel d 1, un 28% de ellos (que en la tabla se
correspondencon los marcadosen negrita) presentótambiénnivelescomparables
deIgE específicade albúmina.Estosdatosparecencontradecirenpartelos anterior-
mente mencionados,asi como otros previamentepublicados(Van Metre y col.,
1988) en los queel númerode pacientesalérgicoscon IgE específicaa albúminade
gato, no superabael 10%. Esto indicaría que estecomponenteparecetenermás
importanciacomo alergenode lo que hastaahorase había considerado.Por otro
lado, si comparamosla respuestade JgG1 frente a los dos componentes,sepuede
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observarque antesde iniciar el tratamiento,en la mayoríade los pacientessedetec-
taronanticuerposIgG1 específicosfundamentalmentefrentealbúminaqueseincre-
mentarony permanecieronelevadosal final del tratamiento.Sin embargo,los nive-
les de IgG1 específcafrentea Fel d 1 despuésdeexperimentarun aumento,disminu-

yeronal final del tratamientohastalos valoresiniciales.
Porel contrario, en muy pocospacientessedetectaronvaloressignifica-

tivos de lgG4 específicafrenteamboscomponentesdel extractoantesde la IT y el

desarrollode la respuestaespecíficade IgG4 frente a albúminaprácticamentefue
indetectable,aexcepcióndel grupodepacientescaracterizadoprecisamente,por su
alto contenidoen IgE específicadeestecomponente.La evolución delos nivelesde
IgG4 específicosde Fel d 1 sin embargo,secaracterizópor un aumentosignificativo
duranteel tratamiento.Estosresultadosindicanquela respuestade IgG4 esselectiva
y estádirigida frentea los mismoscomponentesalergénicosdelextractoquela IgE,
existiendopor tanto,unaclaradiferenciaen el comportamientode ambassubclases
deIgG durantelos tratamientosde hiposensiblizacion.
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4.4. ESTUDIOS DE LIBERACION DE MEDIADORES INDUCIDA
POR IgG4

Paraabordarel temasobreel papelde la IgG4 como anticuerpoanafilác-
tico, seha investigadosu capacidadparamediar el procesode liberaciónde hista-
mina (LH) de basófiloshumanostanto en individuosatópicoscomoen no atópicos,
comparándolaademáscon la liberaciónmediadapor la IgE. Paraestosestudiosse
utilizaron, comoagentesdesencadenantesdelproceso,el AcM anti-IgE 31-15 previa-
menteobtenidoen nuestrolaboratorio (Moscosodel Pradoy col., 1991) y los AcM
anti-IgG4. Tambiénsedeterminóla posibleparticipaciónde la IgG4 en la liberación
de mediadorescelularesno preformadosy finalmente,seinvestigósu presenciaen
la membranacelulardel basófilomedianteestudiosde inmunofluorescencia.

4.4.1.Inducción de liberación de histamina por los anticuerpos monoclonales
anti-IgG4

Seestudió la LH producidaen un grupode 27 donantes(12 atópicos y 15
no atópicos)como consecuenciade la estimulacióncon los AcM mencionados.
Paraello, sellevó a cabo un experimentoen el que determinamosla cantidadde
histaminaliberada,determinadapor RíA (Métodos3.13.1),despuésde incubaruna
muestrade sangrede cadaindividuo con los anticuerposanti-lgG4a las concentra-
cionesde 1, 0.1 y 0.01 mg/ml y con el anticuerpoanti-IgE a 10 pg/ml (concentra-
ción elegidacomoóptima en experimentosprevios). Los resultados,que semues-
tranen la Tabla4.13,representanlos porcentajesliberadossobreel total de histami-
na de cadamuestra,variandola liberaciónespontáneaentre un 0.1 y un 2.5% del
total. Como porcentajesde LH significativos, seconsideranaquelloscon valores
superioresal 5%, querepresentael dobledel valor de liberaciónespontáneamáxi-
mo obtenido.En l.a tabla se muestranúnicamentelos resultadosobtenidoscon el
AcM anti-lgG4FcG4T.9, pero se obtuvieronresultadosequivalentescon los otros
AcM anti-Fc,asícomocon el AcM comercialSK-44 tambiénespecíficode Fc.

Aunquela magnitudy la respuestaóptima varían segúnlos individuos,
los resultadosmuestraninequívocamentequeel AcM anti-Fab(G4T.2)fue capazde
provocarLH en el 59%, 93% y 85% de los donantesa las concentracionesde 0.01,
0.1 y 1 mg/ml respectivamente.Sin embargo,no sepudo detectarliberaciónsignifi-
cativaen ningunode los 27 individuosdespuésde la incubacióncon el AcM anti-Fc
(G4T.9) en las mismascondiciones(Tabla 4.13) o despuésde la incubacióncon
AcM anti-lgG1, anti-lgG2, anti-IgG3,anti-IgM o anti-IgA (resultadosno mostrados).
Porotro lado, el AcM anti-lgEindujo LH sólo en unapartede la población,concre-
tamenteen el 63% delos donantes.
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DONANTES

No atópicos
SM

ML
FP
TM
PV
RG
Li
IC
CC
LD
AC
RS
MV

CV

ANTI-IgG4(Fab)

1
60
50
68
48
15
40
53
30

3
40
45
40

5
70
60

0.1
60
38
52
48
1.2
18
33
22

3
50
40
40
10
70
63

0.01
35
19
7
6
2
3
5
3
2
8
8

20
3

lo
25

ANTI-IgG4(Fc)

1 0.1
5 3
1 1
3 1
2
2 1
3 1
2 1
2 1
2 1
3 2
5 3
3 1
1 1
3 2
4 2

0.01
2
1
1
1
1
1
1
1
1

2
3

1
2
1

ANTI-IgE

0.01
29
21

2
6
1
2

2
3
2
4
6

11
2

13
15

Atópicos
CA
JR
PC
RA
CB
DB
JL
JM
CG
MG
AJ
CC

5 5 2 5 2 2
10 10 6 3 1 1
4 12 2 2 2 1

70 65 40 3 3 2
37 45 10 2 1 1
40 41 7 1 2 1
28 30 4 2 1 1

29 28 5 3 2 2
38 40 8 3 1 1
80 60 20 3 2 2
10 25 7 2 1 1

60 64 4 1 1 1

7
5
6

26
7

11
9

11
9

15
3

28

Tabla4.13.LIBERACION DEHISTAMINA INDUCIDA POR DifERENTESAcM.
Los valoresde LH que semuestranrepresentanel porcentajeliberadosobreel total de
histaminadecadamuestra.LaLH espontáneavarióenlos diferentesindividuosentre0.1
y 2.5%.Las concentracionesde los anticuewosseexpresanen mg/ml.

4.4.2. Comparación de las respuestasde LH mediadaspor IgG4 e ¡gE

Los resultadosde la Tabla4.13parecenindicar quela respuestainducida
por IgG4 esmáseficienteen términosde histaminaliberadapuestoque, a diferencia
delAcM anti-IgEquesóloprovocóliberacionesdehastaun 28%, los porcentajesde
liberaciónde histaminainducidospor el AcM anti-Fabenalgunoscasosfueron cer-
canosal 100%. Tambiénparecemáseficienteen el porcentajede liberadores(93%
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frente a 63%). En relación con estedato, los resultadostambién indican que la
habilidaddel anti-IgG4Fabparadesencadenarel procesode LH esindependientedel
estadoclínico de los individuos, ya que el númerode liberadoresen el grupo de
atópicosfue similar al de no atópicos , 92% frente a 93%respectivamente.Por el
contrario,hay unadiferenciamuy importante,aunqueno estadisticamentesignifica-
tiva (pruebaexactade Fisher, p=O.ll), en el comportamientode los dos grupos
frente al estimulodel anti-IgE. Así, mientrasque el 83% de los atópicosliberaron
histaminatras la inducción con el anti-IgE, sólo el 47% de Los no atópicos lo
hicieron.Sin embargo,la IgG4 parecemenoseficienteen relacióncon La concentra-
ción de anticuerponecesariaparacausarunaLH significativa,como seobservaen
los datosde la Tabla4.13 , lo queestaríade acuerdocon los datospublicadossobre
LII inducida por anticuerposanti-IgG (Ishizakay col., 1972). Para compararla
eficiencia de ambosanticuerpos,anti-IgG4Faby anti-IgE, se eligieron tres indivi-
duos con diferentessensibilidadesfrente a ambosestímulos.La sangrede estos
donantesse incubó con 6 concentracionesdiferentes(desde100 hasta0.0001 pg/
mí) de los dosAcM. Los resultadosobtenidos,que semuestranen la Tabla 4.14,

indicanqueen todos los casos,fueronnecesariasconcentracionesmayoresdel anti-
IgG4Fab para inducir liberacionessignificativas.Aún considerandolas diferentes
afinidadesde ambosanticuerpos (Kaf del anti-Fab=2.1 x 10~ M-’ , Kaf del anti-
IgE= 2.8 x 10

9M-’), parececlaro la necesidadde emplearel anticuerpoanti-IgG
4a

unaconcentraciónentreuno y dosórdenesde magnitudsuperiora la del anti-IgE.

MUESTRAS ANTI-IgG4(Fab) [pg/ml]

100 10 1 0.1 0.01 0.001

ANTI-IgE [pglml]

10 1 0.1 0.01 0.0010.0001
JM

RG

pv

52 182 1 1 1

20 21 1 1 1

íí 31 2 1 2

2020 14146 12

1822 10 22 7

3 1 1 22 2

Tabla 4.14. SENSIBILIDAD ALAS DIFERENTESCONCENTRACIONESDELOS AcM
ANTI-IgG4 (Fab)Y ANTI-IgE. Las célulasde 3 individuosdiferentesse estimularoncon
diferentesconcentracionesde los AcM anti-IgG4(Fab)y anti-IgE. Los valores indican el
porcentajedehistaminaliberadaen cadacaso.

Finalmente,se estudió si la LH mediadapor IgG4 es dependientede
ionesCa

2~. Se sabequela LH estimuladapor anticuerposanti-IgEes totalmentede-
pendientede la presenciadecalcio. De igual forma, seencontróquela adición de
10 mM EDTA como agentequelantede Ca2~ en el tampón de liberacióninhibe
completamentela induccióndeLH por el AcM anti-IgG

4Fab.Estodemuestraquela
LI-! mediadapor lgG4 tambiénesdependientede calcio.
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4.4.3.Efecto del empleo de un 2~ anticuerpo anti-IgG de ratón sobre la
liberación de histamina inducida por los AcM anti-IgG4

La incapacidaddel AcM anti-Fcpara desencadenarel procesodeLII, a
diferenciadel anti-Fab, no puedeexplicarseen términos de diferenciaen Kaf,
puestoqueel AcM anti-FcposeeunaKaf de un ordende magnitudsuperiora la del
anti-Fab( Resultados4.1.2.1 ), sino quemásbien pareceestarrelacionadocon las
respectivasespecificidadesdeambosAcM. En estesentido,aunquehastaahorano
sesabenadasobreel mecanismomedianteel cual los Ac anti-lgG4podríaninducir
LII, sepodríaasumirqueésteessimilar al de losAc anti-IgE.Es decir, medianteel
puenteode las moléculasunidasal receptoren el basófilo.Si estoesasí, sepodría
pensarquela razónpor la quelos AcM anti-IgG4 Fc no inducenLH esporqueson
incapacesde llevar a cabo estepuenteo.Porotro lado y en contraposicióncon esta
teoría,podríaocurrir que el AcM anti-Fcno seunieraa la moléculade IgG4 fijada
a la membranadel basófiloporqueestuvierareconociendounepítopoenmascarado-
por la unión a la célula. Parainvestigarestasdos posibilidades,se llevó a caboun
experimentode LH en el que despuésde la incubacióncon los AcM anti.-IgG4 se
realizó otra incubación adicional con un anticuerpopoliclonal anti-IgG de ratón
(GAM, Métodos3.13.1)(Tabla4.15).

ANTICUERPOS MUESTRAS

PV CA ML JM U

Anti-IgG4(FabY 1
0.1

Ant¡~IgG/Fab)+GAMb 1
0.1

1Anti.IgG4(FC)a 0.1

Anti~IgG/Fc)+GAMb 1

0.1

Anti-IgE
t 0.01

Anti.IgE+GAMb 0.01

12 5 45 50 50
4 5 30 50 30

19 5 50 50 50
10 5 40 50 50

2 5 2 4 31 2 1 3 3

2 4 2 4 3

1 4 2 3 2

ND ND ND 27 8

ND ND ND 25 27

Tabla 4.15.-LIBERACION DE HISTAMINA POR LOS AcM ANTI-IgG
4 TRAS LA

ADICION DE UN SEGUNDOANTICUERPO. Los valoresrepresntanel porcentajede
LH despuésde la incubacióncon los AcM anti-1g04a las concentracionesde 1 y 0.1 mg!
mi(a) y la histaminaliberadaadicionaldespuésde incubarconel GAM a 25 pg/ml (b). La
liberaciónespontáneavariéentre0.5 y 2%.
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De estaforma, si los AcM se unena la IgG4 fijada a la membrana,la adición de un
segundoanticuerpodeberíafavorecerel procesode puenteode los receptores,pro-
vocandoliberaciónde histamina.La incubacióncon estesegundoanticuerpo pro-
vocó una nuevaLII cuandolas célulashabíansido previamenteincubadascon el
AcM anti-IgG4Fab,peropor el contrario,no tuvo ningún efectosi la incubaciónse
realizó conel AcM anti-Fc (Tabla 4.15 ). Estosresultadosindican en primerlugar,
que el epitoporeconocidopor el AcM anti-Fc no estáaccesibleen la lgG4 de la
superficiedel basófilo y por otro, representanunaevidenciade queel mecanismo
por el que los anticuerposanti-IgG4 inducenliberaciónresideen el “cross-linking”
o puenteode las moléculasde lgG4 unidasa la membranacelular, ya quela adición
de GAM produceunamayorliberación.

4.4.4.Efecto del D20 sobre la inducción de liberación de histamina por
los anticuerposmonoclonales

Estádescritoquelos basófiloshumanosaumentansu respuestade libera-
ción de histaminaen presenciade óxido de deuterio(D20) en el tampón de libera-
ción (Gillespie y col., 1972), de tal forma, que algunosno liberadorespasana ser
liberadores.Asimismo,comose indicó en la Introducción,la mayoríade los experi-
mentosde inducción de LII con anticuerposanti-IgG4 se han llevado a cabo en
presenciade D20, aunquesin compararlos resultadosobtenidoscon controlesen su
ausencia.Por estarazón y parainvestigarsi el AcM anti-Fc podríainducir LH en
presenciade D20, se analizóel efectodeesteagentesobrela liberaciónde histami-
na inducidapor los AcM anti-IgG4y anti-IgE<Tabla4.16).

El experimentose realizó determinandola cantidaddehistaminalibera-
daenun grupo de 5 individuoscondiferentesnivelesde respuestafrentea los AcM
anti-Faby anti-IgE, despuésde la incubacióncon los AcM mencionadosy el AcM
anti-Fcen presenciadel 40% de D20. En la Tabla4.16 se indican los resultados
obtenidos,representandolos valores los porcentajesde liberacióndespuésde sus-
traerles la liberación espontánea,que en presenciade D20 alcanzavalores más
elevados(2-10%). Estos datos indican que la presenciade D20 produjo en la
mayoría de las muestrasestudiadasun incrementoen el respuestade liberación
cuando seincubaronconlos AcM anti-Faby anti-IgE,pero queen el casodelAcM
anti-IgG4Fc,permanecieronsin respondera esteestímulo.
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MUESTRAS ANTI-IgGjFab)
100 10 1

ANTI-IgG4(Fc)
100 16 1

ANTI-IgE
10

U -D20 28 6 1 2 1 1 8

±D20 67 49 11 2 2 2 37

RG -D20 18 3 2 2 2 1 3
+D20 32 18 4 3 2 2 24

PV -DO 9 5 1 2 1 1 1
+D20 17 5 2 3 1 1 1

CA -D20 2 2 1 2 2 1 5
+D20 2 1 1 2 2 2 7

TABLA 4.16. EFECTODEL D20 EN LA LIBERACION
PORLOSAcM ANTI-IgG4Y ANTI-IgE. El D20seincluyó

DE HISTAMINA INDUCIDA
enel tampónde liberaciónauna

concentraciónfinal del40%. A losvaloresrepresentadosselesha sustraídolaLH espontánea

(2-10%). Lasconcentracionesde los anticuerposse expresanen jig/ml.

4.4.5. Inducción de liberación de leucotrieno C4 por IgG4

Cuandoseproduceel “cross-linking”de los receptoresdeIgE bienpor la
acciónde un anticuerpoantí-IgE, o bien por un alergenosedesencadenanunaserie
de reaccionesencaminadasa la liberaciónde mediadoresde la respuestaalérgica.
Dentrode estosmediadores,un grupodeellos ya estánpreformadosy almacenados
en gránulosde secrecióndel basófiloo mastocito,como porejemplo, la histaminao
la serotonina,pero tambiénhay otro grupo de mediadoresque se generancomo
consecuenciade la activación.Estos mediadoresno preformadosse sintetizana
partir del ácido araquidónicoy sonlas prostaglandinasy los leucotrienos.Todo este
proceso,comoya se mencionó,esdependientede calcio.

En estetrabajo,sehademostradoqueel AcM anti-IgG4Fabescapazde
inducir liberaciónde histaminay que estaliberaciónes dependientede Ca

2~. Para
completarel estudio,seríanecesariocomprobarsi la LII queseproduceva acompa-
fiada tambiénde la liberaciónde mediadoresno preformados.Paraello, seescogió
comomarcadordeestetipo de mediadoresal leucotrienoC

4 (LTC4). El experimento
serealizódeterminandola liberacióndeLTC4 producidaen 3 muestrasde donantes
diferentes tras la incubación con el AcM anti-Fabcomo se indica en Métodos
3.13.2 (Tabla 4.17).
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MUESTRAS MEDIADORES LIBERADOS

Histamina(a) Leucotrieno C4(b

)

SM 60 105

U 40 56

CA 5 28

Tabla4.17.LIBERACIONDEHISTAMINAY LEUCOTRIENOC4INDUCI-
DAPOREL AcMANTI-IgGjFab). La concentración del anti-IgG4(Fab) utili-
zada fue 1 mg/ml. (a) LHexpresada en porcentaje y (b)los valores indican los
picogramos de LTC4 liberado por cada 106 células (Métodos3.13.2).

Los datos de la Tabla 4.17 que representan por una lado, los porcentajes
de histamina liberada y por otro, los picogramos de LTC4 liberados, indican que
tambiénla lgG4, al igual que la IgE, está implicada en la liberación de este tipo de
mediadores no preformados en el basófilo.

4.4.6. Presenciade la IgG4 en la membrana del basófilo

Los resultados hasta ahora presentados sugieren quela IgG4 participaen
la liberaciónde mediadoresde los basófilosya queel AcM anti-IgG4Fabes capaz
de inducir este proceso. Sin embargo, hemos visto que los AcM anti-IgG4Fc son
incapacesde desencadenarla liberación.Paraconfirmarestosresultados,y obtener
además evidencia directa de la presencia de lgG4 en la membranadel basófilo, se
realizó un estudio de inmunofluorescencia con leucocitos de algunos donantes trata-

dos con los dos AcM anti-IgG4 y con un segundo Ac anti-IgG de ratón (GAM)
marcadocon fluoresceína.

Despuésdepurificar los leucocitoscomoseindicaen Métodos3.14.1,se
fijaron y tiñeronconunatinción específicade basofilosy seincubaron,primerocon
el AcManti-IgG4 y después con el GAMpreviamente marcado con fluoresceína. Un
ejemplo de los resultados obtenidos se muestra en la Figura 4.11

En la foto (a) vemos un grupo celular en el que la flecha señala un

basófilo teñido. En la foto (b) se observa el mismo grupo celular, pero esta vez bajo
la luz ultravioleta apropiada, señalando la flecha en este caso, la fluorescencia

específicadel basófiloobtenidadespuésde la incubación con el anti-IgG4Fab.Por
el contrario,no se detectófluorescenciacuandolas célulasfueronincubadascon el
AcM anti-IgG4Fc.

Estosresultadossuponenla primeraevidenciaclaraquedemuestraquela
IgG4 seunea la membranadel basófiloy por tanto, queexisteun receptorespecífi-
co para esta inmunoglobulina. Además, suponen una evidencia adicional deque el
epítoporeconocidopor los AcM anti-IgG4 Fc permaneceinaccesibleen las molécu-
las de lgG4 presentesen el basófilo.
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5.1. OBIENCION Y CARACTERIZACION DE LOS

ANTICUERPOS MONOCLONALES

Paraestudiarel comportamientobiológico dela IgG4,esnecesariodispo-
ner de reactivosespecíficosy bien definidosque permitandeterminarsu actividad
funcional.

En los primerosestudiosdescritosen la literatura, seutilizaron anticuer-
pos policlonalescomoreactivosparael estudiode la diferentesclasesde inmuno-
globulinas,aunquesu preparaciónresultabadifícil y su especificidaddudosa.Con
la introducciónde la tecnologíade obtención de AcM se pudieron obviar estos
problemasy producir reactivosde alta especificidad.Sin embargo,aunquela enor-
me versatilidaddel sistemainmunehaceteóricamenteposibleobteneranticuerpos
específicosfrente a cualquierestructura,en la práctica,escorrientequedurantela
respuesta inmune se produzcan anticuerpos frente a un número limitado de epito-
pos, siendodifícil la obtenciónde aquellosdirigidos frente a determinantesdébil-
menteantígenicoso minoritarios. Precisamente,la obtenciónde AcM específicos
frentea las diferentessubclasesde IgG humana,planteaestadificultad debidoa su
alto gradode homología(95%), queimplica unasdiferenciasantigénicasmuy poco
pronunciadas.Este problemaesposibleobviarlo medianteel empleode diferentes
tipos deestrategiasde inmunizaciónquevayan encaminadasa favorecerunadeter-
minada especificidady a suprimir la respuestafrente a los epítoposdominantes
comunesa todasellas.

ParaobtenerAcM específicosde IgG4, inicialmentesesiguió un protoco-
lo de inmunizaciónconvencionalcon paraproteinashumanasde isotipo G4. Como
resultado,sólo el 30% de los AcM obtenidosteníanunaespecificidadrestringidaa
la IgG4, siendola mayoríade los anticuerposespecíficosde epitoposcompartidos
por las 4 subclasesde lgG. Esteresultadosugierequelos determinantesantigénicos
específicosde la IgG4 son debilmenteinmunogénicos.Con objeto de aumentarla
frecuenciade AcM de especificidadrestringidaa IgG4 y descubrirdeterminantes
poco inmunogénícos,se decidió intentar suprimir, o al menosreducir, de forma
selectiva la respuestadominantedel ratón frente a epítoposcomunesde clase
medianteunaestrategiadetolerización.

Se sabequeendiferentesespeciesanimalesesposibleinducir tolerancia
frente a toda clasede antígenos,tanto duranteel período neonatalcomo adulto
(Stockery Nossal,1976).Aunquelos mecanismosexactospor los queestefenóme-
no se produceno seconocencon precisión,el resultadoen la prácticaesla reduc-
ción y en algunoscasos,la supresiónde la reactividaddel sistemainmunefrente al
Ag utilizado en la inducción de la tolerancia. Utilizando esta estrategia,se ha
descrito la obtencióndeAcM frente adiferentestipos de Ag minoritarios (Golum-
beskiy Dimond, 1986) asícomode anticuerpospoliclonalesy monoclonalesfrente
a las subclasesde IgG (Michalseny Haug, 1985; Lowe y col., 1982) aunquecon
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diferentesresultados.Teniendoen cuentaestasconsideraciones,en el presentetra-
bajo se intentó un 2~ experimentode fusión utilizando ratonesque habíansido
sometidosa un tratamientode tolerizaciónneonatalmedianteinyeccionesde una
mezcladeparaproteinasde isotipo G1, G2 y G3 (Tabla4.2). En estecasoy contras-
tando significativamentecon los resultadosiniciales, el 85 % de los hibridomas
obtenidosfueron específicosde IgG4, demostrandola validezy efectividadde esta
técnica.

Asimismo, la importanciade la influenciaejercidapor estecambio en el
esquemadeinmunizaciónsobrelos resultadosseve confirmadatraslas caracteriza-
ción de los AcM. A diferenciade la fusión 1, donde los anticuerposproducidos
fueronespecíficosde un único epitopo localizadoen la región Fc de la molécula,en
la fusión II, seobtuvo ademásun AcM especificode la región Fab ( Figura4.2).
Estehechosuponeun gran avanceen la tecnologíade los AcM anti-IgG4,asícomo
en el estudiode estalg, debidoa quese trata de un AcM quereconoceun epítopo
menor en la molécula de IgG4, que hastaahora no habíasido descrito.Aunque
existenalgunosAcM anti-IgG4específicosde Fab,estosreconocena otras subcla-
sesde IgG (como más adelantesedetallará).Por estarazón, se consideraque el
AcM G4T.2 obtenidoen estetrabajoesel primero descritoen la bibliografíacomo
anti-Fab.Estosresultadossugierenquela tolerizaciónno sólo hasido efectivapara
favorecerel desarrollodeunarespuestainmune frentea los determinantesantigéni-
cos exclusivosde IgG4, sino que dentro de estos,ha permitido el desarrollode
anticuerposfrentea epitoposmenosinmunogénicos.Porotraparte,estetratamien-
to no ha ido endetrimentode la afinidadde los anticuerposcomosepuedeobservar
en la Tabla4.3.

A la hora de caracterizarun panelde AcM frente a un determinadoAg
hay quetenerencuentados aspectosfundamentales.Por un lado, hayqueasegurar-
se de la falta absolutade reactividadfrentea otros Ag de estructuraparecida(en
nuestro casofrentea otrasinmunoglobulinas).Por otro, hay quecomprobartam-
bién si los AcM exhiben algúntipo de restricciónfrente a los difentesensayosen
los quesevan a utilizar. Existeun estudiomulticéntricoorganizadopor la Unión de
SociedadesInmunológicasy la OMS queha llevado a cabola evaluacióndetallada
de los AcM anti subclasede IgG descritosen la literatura(Jefferisy col., 1985). Si
secomparanestosAcM con los 5 descritosen estetrabajo,seencuentranalgunas
diferenciasfundamentalesqueresaltanla importanciade los obtenidosen nuestro
laboratorio.

De los 23 AcM específicosde IgG4 publicados,sólo 3 estándirigidos
frente a la región Faby se caracterizanporquepresentanreactividadcruzadacon
algunasparaproteinasde IgG3 y porqueexhibenuna granrestricciónde ensayo,de
tal forma queestosAcM parecenserespecialmentevulnerablesdurantelos proce-
sosde adsorcióno acoplamientoa diferentestipos de superficies.En un principio,
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se sugirió queesteepítopodebía ser el producidopor el residuoLys 196 queesel
único especificoen el dominio CHi de la moléculade IgG4, aunquecomo los tres
monoclonalespresentandiferenteactividad, sepensóque podríanexistir otros de-
terminantesen estaregión. De hecho, el AcM anti-Fab obtenidoen este trabajo,
G4T.2,que sediferenciaacusadamentede los tresdescritosanteriormente.Se trata
de un AcM totalmenteespecíficode IgG4 (Tabla4.2) y además,escapazderecono-
cerlatanto inmobílizadoen una fasesólidacomoen solución.Estascaracterísticas
podríanestarsugeriendoque esteAcM G4T.2 estaríadefiniendoun epítopode ca-
racterísticasdiferentesapoyandola ideade queen la región Fabde la moléculade
IgG4 seexpresamásdeun epitopoespecífico.

Finalmentey en cuantoa los AcM anti-Fc publicados,algunos no son
activosen los ensayosdonde tienenque funcionarcomo anticuerposde captura
unidosa la fasesóliday/o no soncapacesde reconocera la IgG4 inmobilizada.Los
4 AcM anti-Fc obtenidosen nuestrolaboratorio, G4.1, G4T.9, G4T. 11 y G4T.12,
soncapacessin embargo,de unirseadiferentesparaproteinasde IgG4 inmobilizadas
con gran afinidady ademássureactividadno seve alteradacuandoseutilizan como
anticuerposdecapturaen ensayosdel tipo ELISA y RíA.

5.2. ENSAYOS DE CUANTIFICACION DE IgG4

La determinaciónde los nivelesde IgG4, tanto totalescomoespecíficos,
nos ofrece una información importanteen el estudiodel comportamientode esta
subclasehumanaen diferentespatologías.En el presentetrabajo se han puestoa
punto 2 ELISAS cuantitativospara valorar IgG4 total y específicaaprovechando
algunasde laspropiedadesde los AcM obtenidoscomo:

-El reconocimientode 2 epitoposdiferentesen la moléculade IgG4.
-La persistenciade su actividad funcional cuandose les adsorbea una fase

sólida.
-La alta afinidad,especialmentedelAcM G4T.9.

5.2.1. Cuantificación de IgG4 total

Históricamente,los ensayosde valoraciónde las subclasesde IgG estu-
vierondiseñadosen tomo a la utilización de anticuerpospoliclonales.Actualmente,
sin embargo,se hanido sustituyendoestosanticuerposgraciasal desarrollode la
tecnologíade los AcM, atendiendoasí a la necesidadde disponerde reactivos
fáciles de obtenery de ensayosespecíficosy reproducibles.De todoslos métodos
descritos,el másutilizado paracuantificarsubclasesde lgG esel inmunoensayoen
fasesólidaen sus2 vertientesde inhibicióncompetitivay métodosde “captura”.
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La mayoría de los investigadoresy laboratorios comercialeshan decidido
utilizar comoensayosparacuantificarIgG4 precisamentelos sistemasinmunoradio-
métricosno competitivos.Estosensayossiguenel esquemageneralqueconsisteen
el empleo de un AcM específico inmobilizado en la fase sólida, bien por adsorción

directaal polivinilo o poliestireno,o bien por unióncovalentea discosdecelulosa
previamenteactivados con BrCN, que “captura” a los Ac lgG4 presentesen la
muestray queson detectadosposteriormentecon un anticuerpoespecíficomarcado
radiactivao enzimáticamente.Estetipo de técnicapresentasin embargohastaaho-
ra, problemasrelacionadosconla inmobilizacióndelAcM decaptura.Ya secomen-
tó en el apanadoanterior,quela mayoríade los AcM anti-IgG4descritosperdíansu
actividadfuncional en numerososensayosy de hecho,sólo 7 deestosAcM pueden
utilizarsecomoanticuerposde deteccióny de ellos, sólo 2 para“capturar” al Ag
(IIP6023 y IIP6025) (Reimer y col., 1984), si ademástenemosen cuentaque la
mayoríareconocenel mismo epítopo en la región Fc de la mólecula de IgG4, el
problemaes aún mayor El abordajede esteproblemaseha llevadoa cabo hasta
estos momentos,empleandoestos 2 anticuerposa los que he hecho referencia
(IIP6023 y HP6025) inmobilizadosen la superficiedel plástico (Hussainy col.,
1986; IIamilton, 1987) y utilizando comoproteínasde detecciónanticuerpospoli-
clonalesanti-lgG humana.Los resultadosobtenidosindican quesetratade ensayos
de gran precisión(CV del 5%) pero con un rangode trabajomuy limitado (7-50 y
4-75 ng/ml respectivamente).Comointentode solucionarel problemade la inmobi-
lización, Ferrante y col.(1986) puso a punto un método en el que el AcM se
inmobiliza mediantela capturade un anticuerpopoliclonal de cabra anti-IgG de
ratón previamenteunida al plástico, consiguiendode nuevo un rango de trabajo
muy parecido(10-100ng/mí).

Como alternativa,se han descrito 2 ensayosbasadosen la inhibición
competitivaparavalorarIgG4. En uno de ellos (Aucouturiery col.,í984), compiten
una paraproteinaestándarde IgG4 de concentraciónconocidacon la lgG4 presente
en la muestrapor la unión al AcM específicoen solución.En el otro (Wilson y
col.,1986),la competiciónesentreunaparaproteinade G4 biotinizaday la IgG4 del
suero en su unión al AcM unido a la fase sólida. Aunque estetipo de métodos
exhiben resultadoscomparablesen precisión y sensibilidad a los anteriormente
descritos,requierencomo desventaja,la disponibilidadde proteínasde IgG4 total-
mentepurasy de fácil marcaje.Y ademásno tienenen cuentaquela unióndelAcM
a la paraproteinapuede ser diferente a la que se producecon otras proteínasde
IgG4.

Más recientemente,se ha publicado un método (Bui y col., 1988) que
suponeun avanceen el sistemainmunoradiométricopuestoque emplea2 AcM
específicosde lgG4 que reconocenepitoposdiferentes.El limite de detecciónsin
embargo,es bajo, de 100 ng/ml y como desventajahay que comentarque utiliza
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como método de inmobilizaciónla unión covalentea discosde celulosaactivados
con BrCN.

El ensayopuestoapuntoen estetrabajosuponeun avanceen la tecnolo-
gía de la cuantificaciónde IgG4 total. Por un lado, los 2 AcM utilizados,G4T.2 y
G4T.9, mantienensu actividad funcional tanto en fase sólida como en solución.
Esto ha permitido elegir un método de fácil desarrollo, ya que el AcM cuya
funciónes“capturar” a la lgG4, se inmobilizamediantesimpleadsorciónal plástico
(poliestireno).De estaforma, se haconseguidosuperarel problemade inmobiliza-
ción quehastaahoraestabaplanteadocon los ensayosde valoraciónde lgG4 total.
Porotraparte,permitela cuantificacióny estandarizaciónde lasdeterminacionesal
disponerde un suero de referenciacalibradoen su contenidode IgG4 frente a la
referenciainternacionalde la OMS, 67/69. Asimismo, el estudiodetalladode sus
característicastécnicas,indica que se tratade un ensayototalmenteespecífico,sin
ningunainterferenciacon otrassubclasesde IgG y con unaprecisióncomparablee
inclusosuperiora la de otrosdescritoscon anterioridad(CV intraen interensayode
4.15% y 6.08% respectivamente).Finalmente,permite el empleo de un amplio
rangodetrabajo (4-200ng/ml superioral de los ensayospublicadosanteriormente)
y poseeuna gran sensibilidad,de tal forma que cuandose utiliza el AcM G4T.9
biotinizado, el límite de detecciónestá por debajode 1 ng/ml. Este ensayopor
tanto, resultade gran interésparavalorarIgG4 total, no sólo en aquellassituaciones
clínicasque presentanun amplio espectrode concentracionesde esta lg, como
puedeocurrir en las diversaspatologíasalérgicas.Sino que también, puedeser de
gran utilidad en el estudiode enfermedadescon nivelesde IgG4 total muy bajos,
como en los síndromesde inmunodeficiencias(Introducción1.4) debidoa su gran
sensibilidad.

5.2.2.Cuantificación de IgG4 específica

Comosehavisto,el papelde la IgG4 en laAlergia esaúncontrovertidoy
en este sentido,el estudiodel comportamientode los niveles de los anticuerpos
específicosde IgG4 puedeayudara clarificarlo. Sin embargo,unode los problemas
que nos encontramos,es la dificultad en comparar los datos obtenidospor los
diferentesinvestigadoresdebido a la variabilidad en los reactivosy métodosem-
pleados.Básicamenteexisten2 tipos deensayos:

-Ensayosen los que el Ag, en estecasoel alergeno,seutiliza marcadoy la
reacciónAg-Ac se produceen solución,quefundamentalmentehansido aplicados
por el grupo de Aalberse (1983b).Este tipo de métodosasumenarriesgadamente
queel Ag marcadomantienesu estabilidadfuncional.Además,su principal limita-
ción resideen quesu aplicaciónsólo esadecuadasi sedisponedel alergenopurifi-
cadoy en sistemasde un sólo alergeno.Sin embargo,en la mayoríade los casos,se
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disponede mezclasantigénicascomplejasy aunqueen algunasituaciónsepueda
aislar y purificar un alergeno,puedetenermayor relevanciaclínica determinarla
respuestainmunefrentea todos los componentes,tantoen loscasosdeIT , comoen
los de exposiciónnatural. Así desdeel punto de vista del diagnósticoparecemás
adecuadoel empleodeextractosalergénicos.

-lnmunoensayosen fasesólida de inhibición competitivao inmunoradiométri-
cos tipo RíA o ELISA (RAST, FAST, Scott, 1988) en los que el Ag o alergenose
adsorbedirectao indi.rectamenteaunafasesólida.

El ensayodescritoen estetrabajo pertenencea este último grupoen el
queel alergenoo los extractosalergénicosutilizadosvan adsorbidosal plástico.La
alta afinidad (4.93 x l0~) y especificidaddel AcM, G4T.9, junto con el empleode
unapreparacióncalibradaen sucontenidoen IgG4específica,ha servidoparaponer
apuntoun ELISA quecumpletodos los requisitosde estetipo deensayos:especifi-
cidad, gran sensibilidady reproductibilidady fundamentalmentela posibilidadde
cuantificaren unidadesabsolutas(en pg/ml).

Uno de los requerimientosmásimportantesparavalorarIgG4 específica
esla reproductibilidad,sobretodo en los casosde seguimientode los tratamientos
de IT. En estetipo de determinaciones,las muestrasque se analizanprocedende
diferentesintervalosde tiempo duranteel tratamiento,quepuededurarvarios años,
de tal formaquela normageneralhasido siemprerecogerlas muestras,almacenar-
las y ensayaríasal final, todasjuntasparapoderdetectary compararlas variaciones
producidasen los nivelesde IgG4. El método que se ha descritoen este trabajo,
permite realizar la valoraciónde cadamuestraindependientemente,debido a su
excelenteprecisióninterensayo(CV aprox. 10%). Hay quetenerencuentaqueeste
CV estápor debajode lasvariacionesqueocurren,incluso en periodosconosdeIT
(Resultados4.3.3).Por otro lado,el ensayotiene unagran sensibilidad(5 ng/ml ) y
poseeun rango efectivo de trabajo de másde 2 órdenesde magnitud,lo que en
conjunto, permitecuantificarmuestrascon un contenido muy variableen IgG4.
Esta propiedadtambiénes importanteporque los valoresde IgG4 que podemos
encontraren alergias a alimentosy en IT, como se ha visto en Resultados4.3 y
coincidiendocon otros autores(Aalbersey col., 1983; Layton y Stanworth,1984),
presentanvariacionesconsiderables,siendonecesariodisponerde un rangoamplio
de medida.Segúnlos datos publicadosy los resultadosobtenidos,la dilución 1:25
de las muestraspuedeser utilizadaparala cuantificaciónde la gran mayoríade los
suerosy sólo en las muestrasprocedentesde IT muy prolongadas(50-100 pg/ml)
senanecesarioensayaríasmásdiluidas. Porotraparte,aquellasmuestrascon valo-
resde IgG4específicamuy bajos,enalgunoscasosdel ordendeng, puedenensayar-
se con precisióndiluidas 1:10. Este seriael caso de la mayoría de los pacientes
alérgicosno tratados,comohemosdemostradoenestetrabajo(Resultados4.3.2).
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Otra característicaquehay queconsideraresque la valoraciónde IgG4
específicaen esteensayono seve afectadapor los nivelesde la IgG4 total . Esta
falta de interferenciaesde gran importanciaporque,comohemospodido compro-
bar la contribuciónde los anticuerposIgG4 específicosde un determinadoalergeno
al contenidototal deestainmunoglobulinaesmuy bajo (Resultados4.3).

Hastamuy recientemente,la mayoríade los métodosparavalorarIgG4
específicasólo eran semicuantitativosy no permitían la cuantificaciónabsoluta.
Precisamenteel desarrollode curvasde referenciacalibradaslo que ha constituido
el principalavanceen la valoraciónde IgG4 específica.La obtenciónde preparacio-
nesestándarcalibradasen sucontenidode IgG4 específicasehaconseguidobásica-
mente mediante3 vías de aproximación,quecomo erade esperarestánsujetasa
ciertoserrores:

-Las técnicasdeanálisisdeunión del Ag, comoel análisisdesaturacióndescri-
to por Kemenyy col. (1987),quenecesitanutilizar el alergenomarcadoy por tanto,
puedenresultarde pocautilidad cuandosetratade mezclasantigénicascomplejas.
Además,estetipo de técnicasrealizandos asuncionesarriesgadas:

Unadeellas, esla suposiciónde queel Ag marcadomantienesu integridad
funcional.

2.- La otra, esqueconsideraqueel Ac con el quesetrabajaesbivalentey en
estesentido,hay queteneren consideraciónqueexistenevidenciasquesugierenla
monovalenciade la lgG4 (Introducción1.2).

-La Purificación por cromatografíade afinidad de la IgG4 específica(FAST,
Scott, 1988). En estecaso,aunqueseevitan los problemasanteriores,tiene varias
desventajas:

1.- Setratadeun procesomuy laborioso.
2.- Puedellevar apérdidasdeactividadde la Ig impredecibles.
3.- Este tipo de cromatografíaconduce a la purificación de anticuerposde

afinidadintemedialo queprobablementepuedainducira determinacionessesga-
das,sobretodo enaquellasmuestrasdesuero conanticuerposdealta afinidadcomo
los queseproducendespuésde largosperíodosdeIT (Devey y col., 1989).

-Los métodosqueutilizan unaparaproteinade IgG4 deconcentraciónconocida
comoestándarque se acoplaa la fasesólida, que asumen queel anticuerpoanti-
IgG4 se une con la misma afinidad a una lgG4 inmobilizada en una fase sólida que a

otrapresentadapor el antígeno.Y quela cantidaddeproteínaunidaesdirectamente
proporcionala la concentraciónquehayen solución.

En estetrabajo, se ha preparadouna curva de referenciamedianteun
métododiferentea los anteriormentedescritos(Resultados4.2.2.1).El contenidode
lgG4 específicade un suero elegidocomoreferencia,secalculó comola diferencia
en la concentraciónde IgG4 total antesy despuésde eliminar los anticuerposIgG4
específicosmedianteun procesode absorciónespecíficaa un extractode Phlcum
pratense. Este método tiene la ventajade su simplicidad y de no requerir ni la
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purificaciónde IgG4, ni la purificación ni el marcajedel Ag. Aunque estemétodo
permiteutilizar unacurvade referenciaparacuantificarel contenidode IgG4 espe-
cífica en diferentestipos de suerosy frentea diversostipos de antígenos,hay que
teneren cuentasin embargo,unasconsideraciones.Cuandose mide la concentra-
ción deanticuerposen unamuestrade suero,los resultadosquese obtienendepen-
den principalmentede la cantidadde anticuerpospresentes,pero la medidapuede
verseafectadapor las diferenciasen afinidad de los anticuerposy por la naturaleza
del antígenoempleado.Esto significa que idealmente,habría que prepararuna
curvaestándarparacadaAg utilizado.Sin embargo,debidoa la gran cantidady a la
muy diferentenaturalezade los antígenosque están implicados en Alergia y otro
tipo de patologías(parasitosis,etc.), hacenestaafirmaciónprácticamenteinvíable,
siendola prácticahabitualen el campode la Alergología el empleode un único
alergenocomoreferencia. Paraser exactosy puestoquelos resultadosobtenidos
con diferentesalergenospudieranno ser comparables,seproponeque los niveles
de [gG4específicaseexpresenen unidades,considerandoque cadaunidad se co-
rresponde con la actividadde 1 pg de IgG4 específicaparaPhleuntpratense.En
cualquiercasoestesistemadescritopermite la cuantificaciónobjetivay precisade
IgG4 específicay además,la comparacióndedatosobtenidosen diferentesestudios
y endiferenteslaboratonos.

5.3.COMPORTAMIENTO SERICO DE LA IgG4 EN ALERGIA

Dentro de este apartado,habríaquedistinguir dos aspectosque son un
reflejode la aparentedualidadde la funciónde la IgG4.
1.- Por un lado, la asociaciónquepuedaexistir entrela apariciónde niveleseleva-
dos de IgG4 total y la presenciade anticuerposIgG4 específicosfrentea alergenos,
con la sintomatologíaalérgica.Lo queconduciríaa considerara la IgG4 como un
anticuerpoanafiláctico.
2.- Por otro, el comportamientode la IgG4 en los tratamientosde inmunoterapia
(IT), con el fin de establecersi ejerce una función protectoracomo anticuerpo
bloqueante.

1 .- Una de las primerasevidenciasque podríanimplicar a la IgG4 en la Alergia
comoanticuerpoanafiláctico,provienede la valoraciónde susnivelesendiferentes
patologíasrelacionadasconla hipersensibilidadinmediata.En estesentido,algunos
autores(Gwyn y col., 1979; Shakiby col., 1977) encontraronque seproduceun
incrementoselectivode la IgG4 total circulanteen pacientescon asmao eczema
atópico. Sin embargo,no siempresehanpodicoestablecerclaramentediferencias
significativasentre individuos normalesy atópicos,haciendodifícil poderllegar a
determinarla correlaciónquepuedaexistir entre la IgG4 y la sintomatologíaalérgi-
ca.Probablemente,estoesasíen parte,por la bajareproductibilidadde las técnicas
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empleadaspara su valoración,pero fundamentalmentetambién,debido a la ampli-
tud de rangosde concentraciónencontradostanto en individuosatópicoscomo no
atópicos.En contrapartida,aunqueno estébien establecidala relevanciaquepueda
tenerla presenciade anticuerposIgG4 específicosde alergenoni en el diagnóstico
ni en el tratamientode enfermedadesalérgicas,si parecenexistir dos situaciones
dondela valoraciónde 1g04 específicapodríaresultarde gran ayuda.Una de ellas,
comovamosa ver, esen la alergiaalimentaria,sobretodo en los casosdondeno se
detectala presenciade anticuerposIgE aunqueexistansíntomasalérgicos.El otro
es en los tratamientosde hiposensibilización,en los queparecequeseproduceun
aumentosignificativo en los nivelesde IgG4 específicay se ha sugeridoque su
valoraciónpuedeutilizarsecomoseguimientodelprogresode la terapia.

En el estudioqueseharealizadoen estetrabajo,la mediade IgG4 total
en los individuos no atópícosobtenidafue de 0.461 mg/ml que es similar a otras
previamentepublicadas(Wilson y col., 1986). Por otro lado, la media obtenida
entre los pacientesatópicosfue ligeramentesuperior,pero sin queestadiferencia
llegara a ser significativa, en contra de los datos publicados por otros autores
(Magnussony col., 1986)existiendoademás,un claro solapamientoen los valores
de concentraciónde ambosgrupos. Sin embargo,en los pacientessometidosa IT,
aunquelos cambiosen los niveles de IgG4 total fueron variables, la media del
conjuntoexperimentóun incrementosignificativo. Estosresultadosparecenindicar
que aunqueen la mayoría de los pacienteatópicos la concentraciónde IgG4 sea
elevada,debido a la gran variabilidad que exhiben los niveles de esta subclase,
resultedifícil establecerla importanciaquecomodiagnósticopuedatenerla deter-
minación de la concentraciónde lgG4 total, asícomo su relevanciaclínica como
responsablede la sintomatologíaalérgica.

Parececlaro por tanto,quela presenciade niveleselevadosde IgG4 total
no es un indicativo del estadoatópicodel individuo. Sin embargo,el estudiode los
niveles de lgG4 específicafrente a los alergenosanalizadosen este trabajo (la
gramíneaPhleunzpratensey epitelio de gato)si resultamásconcluyentey permite

establecerlas diferenciassignificativasentrelos individuosatópicosy los no atópi-
cos. Así, sólo en 2-3 individuos del grupo control (6-10% frente al 50-67% de los
individuos alérgicos)se detectó la presenciade anticuerpos1g04 específicos.El
significado que estos anticuerpospuedantener en los pacientesatópicosno está
claro. Algunos autores(Halperny Scott, 1987) hansugeridoqueestosanticuerpos
que se encuentranen niveiesmuy bajos,en la mayoríade los casosmenoresde 1
pg/ml, en los individuosatópicospodríanactuarcomoanticuerposanafiláctivos.Y
sediferenciaríande los producidosdurantelos tratamientosde hiposensibilización
cuyosniveles son muy elevadosy su efectopodríaestarrelacionadocon un papel
protector,como anticuerposbloqueantes.Estasugerenciasin embargo,no dejade
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ser unamerahipótesisya quehastaahora,no seha demostradoqueestosanticuer-
pos seanresponsablesde la reaccionesde hipersensibilidadque experimentanlos
pacientes.Porotro ladoy adiferenciade lo queocurreconlos alergenosinhalantes,
los valoresde IgG4 específicade alimentosson siempremáselevados,probable-
mentedebidoa la exposicióndiaria a estetipo de antígenos.Los resultadosobteni-
dos con la leche como ejemplo de alergenoalimentario, indican que es muy fre-
cuentequelos individuos sanosposeananticuerposIgG4 específicos,sin embargo,
estono restaimportanciaal papelqueestosanticuerposde IgG4 puedanteneren los
pacientesalérgicos.De hecho, aunqueexiste mucha controversiaal respecto,los
resultadosobtenidosen estetrabajocoincidiendocon los de Morgan y col. (1990),
indicanqueen los individuosatópicoslos nivelesde IgG4 específicason significati-
vamentemáselevados,con valoresincluso de hasta40 pg/ml queestánmuy por
encimade los encontradosen el grupocontrol. La detecciónde la presenciade lgG4
específicaa lecheenconcentracioneselevadas,si podríatenerpor tantoimportancia
como diagnósticoen la alergiaalimentaria,sobretodo si setiene en cuentaqueen
el 50% de los casos estudiadosen este trabajo no se detectaronanticuerposIgE
específicos.Estoparecesugerirqueseríanlos anticuerposIgG4 los relacionadoscon
lasreaccionesdehipersensibilidady por tanto,seríandegranrelevanciaclínica.

2.- Como ya se mencionóen la Introducción,se ha sugeridoque la función de la
IgG4 podría ser protectora.Si estoes así, habríaque demostrarsi se produceun
incrementoselectivode estasubclasedurantela IT, si esteincrementoescuantitati-
vamentesignificativo y finalmente, si es responsabledel grado de mejoríaque
experimentanlos pacientes.Asimismo, habríaque demostrarsi estos anticuerpos
son capacesde neutralizaral alergenoevitando su unión a la ¡gE y cuál es su
mecanismode acción. Sin embargo,hastaahorano existeun acuerdogeneralizado
con respectoa la función de estosanticuerposen los tratamientoshiposensibilizan-
tes,de tal forma que sólo seha definido su papel como anticuerpopredominante.
Dejando apartela correlaciónque pueda existir entre el grado de mejoría y la
presencia de anticuerpos IgG4 específicos, cuyo estudio no se ha tratado en este

trabajo,hayotros aspectosde los quesi seha intentadoobtenermásinformacion.
Ademásdedemostrarquese produceun aumentoselectivode los niveles

deIgG4 específicafrenteal alergenoconel quesetrata a los pacientes,secomprobó
que esteaumentocuantitativamenteesmuy importanteya queen algunoscasosse
alcanzaronconcentracionesde hasta200 pg/ml. Otro de Jos aspectosque se ha
investigadoesla relaciónqueexisteentrelos cambiosqueexperimentanlos niveles
de 1g04 específicacon los de IgG4 total duranteel tratamiento.Paraaclarareste
punto, se hizo un estudioen un grupo de pacientesalérgicosa gramíneastratados
con un extractode Phleumpratense,en el que secuantificaronambosnivelesa lo
largo de 2 años y medio de terapia. Como resultado,se observóque durantela
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hiposensibilizaciónsedesarrollaunarespuestade IgG4 específicaque va aumentan-
do con el tiempoy quesigueun patróncomúnentodos los pacientes(Figura4.10).
Por otro lado, aunquelos nivelesde IgG4 total seincrementansignificativamente,
comolo demuestrael hechode queen el 68% de los pacientesaumentela concen-
tración de IgG4 total, los cambiosque seproducendurantela terapiano secorrela-
cionan con los que experimentanlos nivelesde IgG4 específica(Figura 4.11). A
pesarde estos datos,no hay que descartarla importanciaque tiene valorarIgG4
total, puestoque aunqueaparentementeexiste una falta de relación entre la IgG4
total y específicaen la IT, los resultadosobtenidosen este trabajo demuestran
también que la respuestade IgG4 específicaproducidaparecedependerde los
nivelesde lgG4 total quecadapacienteposeeal iniciar el tratamiento.Esto podría
indicarquepodríaexistir unaregulacióngenéticasobreel desarrollode la respuesta
de lgG4 específica.De tal forma, queaquellosindividuosconIgG4 total elevadaes-
tañanpredispuestosgeneticamentea producir mayorcantidadde anticuerposIgG4
específicos.

Por otro lado, la mayoríade los datos esperimentalespublicadoshasta
ahora indican que la respuestaespecíficade IgO al alergenodurantela IT está
compuesta principalmente por anticuerpos IgG1 e IgG4 (Nakagawa, 1991), de tal
formaqueseproduceun cambiodeclasede IgG1 a lgG4 segúnavanzael tratamien-
to. En algunosestudiossin embargo,seha insistido en dar mayorimportanciaa los
anticuerposIgG1 comobloqueantesdel alergeno(Van der Zee y Aalberse,1988).
Puestoqueparaque un anticuerposecomponeeficazmentecomobloqueanteha de
estardirgido contralas mismasmoléculasque la IgE, en estetrabajosecomparóel
patrónde reconocimientoantigénicoexhibidopor los anticuerposIgG1, IgG4 e IgE
a lo largo de unaIT frentea diferentescomponentesde un extractoalergénicode
epitelio de gato.Comoya seindicó en los resultados(Resultados4.3.3),esestudio
se realizó frente a dos componentes,al albúmina de gato que es una proteína
mayoritaria(representaaproximadamenteel 40% del extracto)pero de bajaalerge-
neicidady Ecl d 1, queesun componentemuy minoritariocuantitativamenteyaque
representaun 1% del total, pero queesel alergenomásimportantedel extracto.Los
resultadosobtenidosindican claramenteque el comportamientode IgG1 y de la
IgG4 en la IT, al menosen los casosestudiados,son acusadamentediferentes.Los
anticuerposIgG1 van disminuyendoa lo largo del tratamientoy parecenestardirigi-
doscontralos doscomponentesdelextracto,seanalergénicoso no. Porel contrario,
la respuestade IgG4 va aumentandocon el tiempo y ademásesselectiva,sedesarro-
lía másespecíficamentefrente a las mismasmoléculasque la de IgE, que en este
casoesfrenteaEcl d 1. Estosresultadossehanvisto recientementeconfirmadospor
Lin y col. (1991),estudiandola respuestainmuneproducidafrentea un extractode
polvo de casacompuesto,por al menos,50 proteínasdurantela IT. Estos autores
hanencontrado,igual que en nuestrocaso,que la respuestade IgE e lgG4 estaba
dirigida contralos mismosantígenos.
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Todosestosresultadossugierenque la IgG4 juegaun papelcuantitativa-
menteimportanteen la IT y queprobablemente,actúecomobloqueantedel alerge-
no en su unión a la lgE y por tanto,evitandola sintomatologíaajérgica.Quedaaún
por determinarcuál es su relación con la mejoríaclínica que se producecomo
consecuenciade estostratamientos.A esterespecto,hay queconsiderarqueproba-
blemente,estamejoríaseael resultadode un conjunto de cambiosinmunológicos
entrelos que la acciónde la IgG4 no esel único (supresiónde la síntesisde IgE,
inducción de autoanticuerposanti-idiotípicos,etc.).Por otro lado, hay que mencio-

nar que su papel como anticuerpoprotectorpodría estar también a otro nivel,
inhibiendo la formaciónde inmunocomplejos(IgG1-alergeno).Comola IgG4 no fija
complementoy esincapazde formar inmunocomplejosde gran tamañodebidoa su
monovalenciafuncional,duranteunaexposiciónalergénicaprolongadacomo en la
IT, pareceproporcionarunaprotecciónadecuadacontralas lesionesinducidaspor el
complementoo por los inmunocomplejosprecipitantesqueapareceríanpor la pro-
ducciónpersistentede lgG1.

5.4. COMPORTAMIENTO DE LA IgG4 EN LA LIBERACION DE
MEDIADORES ANAFILACTICOS

Aunquela IgE esel principal responsablede las reaccionesde hipersen-
sibilidad inmediata,se ha sugeridola existenciade otros anticuerposanafilácticos,
queen el casodel hombre,podríaserla IgG4. Estasugerenciase basóinicialmente,
en los estudiosserológicosen individuosatópicosy fundamentalmenteendos evi-
denciasobtenidasin vitro comoseha indicadoen la Introducción (1.5.1):

-Una esla observacióndequela IgG4 podíainhibir las reaccionesde anafilaxia
cutáneapasivamediadaspor IgE en monos(Stanworthy Smith, 1973).

-La otra, quela 1g04podíamediarliberaciónde histamina(LII) enbasófilos.
Estos resultadoshan sido cuestionados,sin embargo,por algunosautoresque no
han sido capacesdereproducirlos,dejandoasíel posiblepapelanafilácticode esta
lg comoun temasin resolvery controvertido.

Si seobservadetalladamenteel esquemade la Tabla 1 .3, dondese pre-
sentantodos los experimentosmás importantesque se han realizadosobre LH
mediadapor lgG4, podemosobservar queunacaracterísticacomúnesel hechode
haberseempleadodiferentestipos deanticuerposanti-IgG4,policlonaleso monoclo-
nales,con especificidadesno siemprebien definidas.Teniendoen cuentaque la
capacidadde los anticuerposanti-lgE paradesencadenarLH dependede la región
de la moléculaquereconocen(Moscosodel Pradoy col., 1991), del mismomodo,
una explicaciónsimilar podría ser la causade la discrepanciaobservadapara los
anticuerposanti-lgG4. Otro elementoque seguramentetambiénha contribuidoa la
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falta de acuerdoen los resultadoses el haber llevado a cabo la mayoría de los
experimentosbajo condicionesno fisiológicas,en presenciadeD20. El D20 esun
potenciadorde la LH que puede inducir liberacionesespontáneasmuy elevadas.
Esto hacenecesariorealizarlos experimentostambiénsinesteagentecomocontrol.
Sin embargo,en los experimentoscon IgG4, los resultadosobtenidosen presencia
de D20 no sehancomparadocon controlesen su ausenciay cuandosehancompa-
rado, los resultadoshansido muy contradictoriosya queno seha podidoinducirLH
sin esteagente(Beavaisy col., 1990).Finalmente,otro punto importanteque hay
que consideraren los experimentosde LH mediadospor IgG4 realizadoshasta
ahora,esquetampocosehanrealizadoestudiosni en gruposconun númerosignifi-
cativo de individuos,ni comparandoentreatópicosy no atópicos.

Teniendo en cuentaestos datos y aprovechandola disponibilidad de
AcM con 2 especificidadesdiferentes,se realizó un estudiode LII en un grupo
amplio de individuos(27) atópicosy no atópicos,bajo condicionesfisiológicas,en
ausenciadecualquierpotenciadoranificial de la liberación.Los resultadossonbas-
tanteinequívocos,ya queenel 93% de los casosseprodujoliberacióndehistamina,
independientementedel estadoclínico del donante,aunquesólo despuésde la esti-
mulación conel AcM anti-Fab.

Si seconsiderabrevementelos hechosqueocurrencuandoseproducela
activaciónde basófiloso mastocitospor el puenteoo “cross-linking” de los recepto-
res de IgE, encontramosque la activaciónde los receptoresestáasociadacon la
metílaciónde los fosfolípídosde la membranacelulara travésde la acciónde metil
transferasas,asícomode la activaciónde la adenilatociclasa,llevandoa la forma-

ción de canales para el calcio y a la consecuenteliberaciónde mediadores. La
entradade calcio en la célula es necesariapara la liberación de mediadoresya
preformados,como la histamina,pero tambiénlo esparaactivara la fosfolipasaA2
de modo que se inicie la cascadadel ácido araquidónicoy por tanto, la síntesis
posteriorde otros mediadores,comolos leucotrienosy prostaglandinas.De la mis-
maforma,en estetrabajoseha demostradoquela LII mediadapor IgG4 tras la esti-
mulacióncon el AcM anti-Fabestáacompañadade la liberacióndeLTC4 y además,
es dependientede la entradade calcio en la célula puestoque se ve inhibida en
presenciade EDTA en el tampónde liberacion.

Porel contrario,los AcM específicosde Fc no fueron capacesdeprovo-
car LII en ninguno de los donantesestudiados,ni en presenciade D20. Ya se
mencionó,queunaposibleexplicaciónparaestecomportamientopodríaserquelos
AcM anti-IgG4Fcno fuerancapacesde llevar acaboel puenteode las moléculasde
lgG4 presentesen la membranadel basófilo. Sin embargo,tampoco se detectó
liberaciónde histaminacon los AcM anti-Fcdespuésde añadirun anticuerpopoli-
clonal anti-IgG de ratón quepodría favorecerel puenteo.Esto sugiere,queestos
AcM anti-lgG4Fcno se unena la 1g04 presenteen el basófiloporqueprobablemen-
te, reconocenun epitopo queestáimplicado de algunamaneraenestaunión. Estos
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resultadosse confirmaron tambiénpor los experimentosde inmunofluorescencia
quepor otrapane,constituyenla primeraevidenciadirectade la existenciade IgG4
unida a la membranadel basófilo (Figura 4.10). La especificidaddel anticuerpo
utilizado espor lo tanto,muy importanteparadeterminarsu capacidaddeestimular
la LII. Aunque en este trabajo, sólo se haya obtenido LII con el anti-Fab,no
significa queotros anticuerposcon especificidadesdentro de la región de Fc dife-
rentesa las de los AcM quese haprobado,no puedaninducirLII. Estosresultados
obtenidosque sugierenque la habilidad de los anticuerposanti-IgG4 parainducir
liberaciónde histaminaparecedependerde su especificidad,suponenunaposible
explicacióna la controversiaexistenteen los datospreviamentepublicados.De tal
forma que, segúnel anticuerpoutilizado, sepodríaexplicarpor quéalgunosautores
hanconseguidoinducir liberacióndehistaminay porquéotrosno.

En cuantoa la comparaciónde respuestasmediadaspor IgE e IgG4, uno
de los aspectosmásimportantesdel quehastahaorano se hanocupadolos investi-
gadores,esdeterminarsi ambasJg poseenel mismo o diferentesreceptoresen la
membranadel basófilo. Aunque en el presentetrabajo, no seha realizadoningún
experimentoencaminadoa esclarecerde forma directa estehecho, algunosdatos
obtenidospuedenayudara sacaralgunaconclusión.Una de las característicasmás
importantesde la mediaciónde liberaciónde histaminapor partede los anticuerpos
anti-IgE es que esselectiva,de tal forma queexisteunafracción importantede la
poblaciónquepermanecesin responderal estímulode los AcM anti-IgE (Coniroy y
col., 1978; Nguyen y col.,1990).En la misma línea, los resultadosque aquí se
presentan confirman este hecho puestoque el 35% de los donantesfueron no
liberadoresdespuésde incubar su sangrecon el AcM anti-IgE, estableciéndose
ademásunamarcada aunqueno significativa diferenciaentreatópicosy no atópi-

cos (17% y 53% de no liberadoresrespectivamente).Porel contrario, sólo el 7% de
los donantesfueronno liberadoresdespuésde la estimulacióncon el AcM anti-Fab,
sin queseobservasendiferenciasentreatópicosy no atópicos.Recientemente,seha
sugeridoquelos individuosno liberadorescon anti-IgEtienenalgúntipo de defecto
en algúnpasoinicial entreel receptorde IgE y la maquinariaimplicadaen la trans-
ducciónde la señal(Nguyeny col.,1990).Si estoesasí,el hechode que9 de los no
liberadorescon anti-IgE liberenhistaminacon la estimulacióncon el AcM anti-1g04
sugierela existenciade receptoresindependientesparaambasIg, o, aunquemenos
probable,que hayaun único receptorpero tengaseñalesde transducióndiferentes.
En cualquier caso y aunque la identidad del receptorde 1g04 permanezcasin
aclarar,estosdatosjuntoscon los obtenidospor los experimentosde inmunofluores-
cencia(Resultados4.4.6), si parecensugerir la existenciade un receptorespecífico
paraIgG4 enbasófilos.

Siguiendocon la comparaciónde ambasrespuestas,llama la atención
queaunqueaparentementela 1g04 seamáseficienteen términosdeporcentajedeli-
beradores,requieraconcentracionesde anticuerpomuchomáselevadasquela [gE,
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aúncorrigiendopor las diferenciasde afinidadesentreambosanticuerpos.Podrían
existir variasrazonesqueexplicaranestacaracterística.En primerlugar,quecomo
consecuencia de la unión de la IgG4 al receptor sufra cambios conformacionales que
afectena su afinidad por los anticuerpos.En segundolugar, como han sugerido
algunosautores(Nakagaway de Weck, 1983), que el númerode receptorespara
IgG4 sea mucho menor que para IgE. En este sentido, aunque no se ha realizado un
estudio sistemáticoy cuantitativo, los experimentosde inmunofluorescenciano
apoyanestaidea,ya queno seobservóunacorrelaciónentrela intensidadde fluo-
rescenciade los basófilosy la susceptibilidada inducir LH. También y como ha
sugeridoStanworth(1986),podríaser debido a quela IgG4 carecedel decapéptido
queposeela IgE. Segúnesteautor,estaestructuraestáimplicadadirectamenteen la
activación de los basófilos debido a su capacidadpara insertarseen la bicapa
lipídica, lo queconduciríaen el casode Ja IgG4 a un mecánismode transducciónde
señal probablemente menos eficiente que en caso de la IgE. Finalmente, una última
explicaciónmásprobablesegúnlos datosobtenidos,podríaser queel receptorpara
la IgG4 tengaunaafinidadmásbajaqueel de la IgE por su ligando,pudiéndosees-
pecularquelas concentracionesmáselevadasen suerode IgG4 podríancompensar
iii vivoestadiferencia.

El papel fisiológico que puedajugar la IgG4 unida al basófilo es aún
desconocido,aunqueresultatentadorespecularcon el hechode que seael segundo
anticuerpoanafilácticoen el hombre,despuésde la IgE. Aunquehay algunosdatos
que estaríande acuerdocon estahipótesis,comoesel incrementoselectivoque se
producede estas2 inmunoglobulinasen las enfermedadesalérgicaso la co-regula-
ción de ambaspor IL-4 e IFN-y (Lundgreny col.,1989; Spiegelberg,1990),queda
aúnmuchopor esclarecerparaconfirmarestepunto.Así, a la hora de considerarel
papelde la lgG4, hayqueteneren cuentaqueaunqueun anticuerpoanti-IgG4pueda
unirseal basófiloy provocarLII en experimentosin vitro, estono implica queuna
estimulacióncon alergeno(antígenoespecíficode anticuerposlgG4) desencadene
tambiénLII. De hecho,aún no se ha conseguidoinducir liberaciónsiguiendoeste
esquemain vitro por ningunode los investigadoresquelo hanintentado,aunqueno
estáclaro queno seaun problemade la metodologíao de las proteínasde IgG4 em-
pleadasparasensibilizar.

La controversiaacercadel papel de la lgG4 surge al considerarlos
resultadosde liberaciónde histaminajunto conlos datosquesugierenun comporta-
miento como anticuerpobloqueante.Sin embargo,aunqueaparentementeresulten
paradójicos,son compatiblesy las basesde estadualidadhayque buscarlasen su
monovalenciafuncional.La IgG4 compitecon la IgE por la unión delAg y debidoa
su comportamientomonovalenteno escapazde formarcomplejosprecipitantes,in-
hibiendola formaciónde aquellosformadospor la 1gB e IgG1 con el Ag y por tanto
ejerciendoun papel protectorPeroademás,la neutralizacióndel alergenopuede
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realizarla interfiriendocon la unión de la IgE a su receptoren el basófilo (Stan-
worth, 1986). Al estarunidaa la membranade los basófilos,puede impedir la LH
mediadapor ¡gE, porqueunasaturacióndelos posiblesreceptoresde lgG4 debidoa
la alta concentraciónde IgG4 séricaespecíficaformadaimpida estéricamenteel
puenteode los receptoresde IgE, si consideramosla hipótesisdequeambosrecep-
toresestánestrechamenterelacionados.En cuanto a su papel como sensibilizante
tras la estimulaciónconel alergeno,los datosobtenidosen experimentosin vitro no
son nadaconcluyentes.Si existieraunarelacióncomo seha mencionado,entrelos
receptoresde IgE e lgG4 podríaexplicarseel por qué,aunquein vitro el alergenono
induzca LH de forma directa debido a la monovalenciade la IgG4, se den
situacionesin vivo en los quela sintomatologíaclínica aumentapor un sinergismo
entre ambasIgs en la activaciónde los basófilos.Sin embargo,basándoseen los
resultadospresentadosen estetrabajo que sugierenque ambasinmunoglobulinas
poseenreceptoresdiferentesy teniendoen cuentaque no se ha definido en que
consistela relaciónentreambosreceptores,parecedifícil queestaseala causaque
expliqueel comportamientoanafiláctico de la IgG4 en algunassituaciones,sobre
todo en aquellascondicionesen quela lgG4 aparececomoúnica responsablede la
sintomatologíaalérgica. La sugerenciaque se ha dado hastaahorade forma más
insistente,estábasadaen la heterogeneidadde la IgG4 humana.De tal forma, que
existiríauna poblaciónde moléculasde IgG4 con efectoprotectory otra capazde
comportarsecomo sensibilizante,apesardesu monovalenciafuncional (Stanworth,
1988).Aunqueinicialmente,sepensóqueestosdos subtipossecorresponderíancon
los dos isoalotipos4a y 4b, tambiénseha sugeridoquela característicaestructural
que podríaserresponsablede estadiferenciaen el comportamientode la IgG4 sería
la secuenciadeoligosacáridosunidosal Fc.

En resumen,aunqueseha dado un pasoimportantecon este trabajo al
obtenerla primeraevidenciadirectade la presenciade IgG4 en la membranadel
basófilo y al determinarsu capacidadpara mediar LII tras la estimulacióncon
anticuerposanti-lgG4, es necesarioseguirinvestigandopara poderestablecersi la
IgG4 provoca LII cuandose estimula con el alergenoespecífico; así como las
característicasde su receptory su mecanismode activación.La importanciafisioló-
gica que pueda tenerla presenciade lgG4 en los basófiloses aún desconocida,
aunquecon los resultadosquesehanexpuestoresultamuy tentadorespecularsobre
su posiblecomportamientocomo anticuerpoanafiláctico.También apoyananesta
sugerencialos datosobtenidosen la valoraciónde los niveles de lgG4 específica
frentea alimentos,que parecenindicarqueestasubclasepodría ser la responsable
de la sintomatologíaclínica.Porotro lado,enestetrabajo tambiénseha demostrado
la importanciade la IgG4 comoanticuerpoprotectorSe havisto que seproduceun
incrementoselectivode estasubclasedurantelos tratamientosde inmunoterapiay
que parececompetirpor las mismasmoléculasantigénicasquela IgE. Todosestos
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resultadostomadosen conjunto, sugierenla necesidadde establecerlas baseses-
tructuralesy fisiológicas que determinencuándola 1g04 se comportacomo anti-
cuerpoanafilácticoy cuándo,comobloqueante.
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El objetivodeestatesisha sidoobtenermásinformaciónsobrela función
quecumplela IgG4 en la Alergia, tantocomoanticuerpoprotectorcomoanafiláctico.
Lasprincipalesconclusionesquesedespendende los estudiosrealizadosson:

- Se hanobtenido5 AcM específicosde IgG4 (G4.l, G4T.2, G4T.9,G4T.l1 y
G4T.12) que reconocen2 epítoposdiferenteslocalizados,respectivamente,en las
regionesFabyFc dela moléculadeIgG4.LaobtencióndeunAcM anti-IgG4especifico

de Fabsuponeun gran avanceen el estudiode estasubclaseya que setrata de un
anticuerpoquereconoceun epitoponuevoen la moléculade lgG4, quehastaahorano
habíasidodescrito.

- El análisisdetalladode los resultadosdeambasfusiones,asícomola caracteri-
zacióndelosAcM permitedestacarlainfluenciasignificativaejercidaporel tratamien-
to de tolerización neonatal frente a las otras 3 subclasesde IgG. Por un lado,
favoreciendola produccióndeAcM frenteadeterminantesexclusivosdeIgG4(85% de
AcM específicosde lgG4) y porotro,permitiendoel desarrollodeanticuerposfrentea
epítopospocoinmunogénícos(anticuerpoanti-IgG4Fab).

- Laexistenciadealgunaspropiedadesdelos anticuerposmonoclonalesproduci-
dosenestetrabajo,comoel reconocimientode2 epitoposdiferentesy la persistencia
de su actividad funcional cuandose les adsorbea una fasesólida,ha permitidoel
desarrollode un ELISA específicoparavalorarIgG4 total, cuyascaracterísticasmás
importantesson:

Gransensibilidad
Excelenteprecisióninterensayo(CV=6%)
Amplio rangodetrabajo(4-200ng/mí)
Permitela cuantificacióny estandarizaciónde las determinacionesal
disponerdeunsuerode referenciacalibradoensucontenidodeIgG4frente
a la referenciainternacional67/69.

- La alta afinidad(Kaf: 4.93 x 1O~) y especificidaddel anticuerpomonoclonal
G4T.9 ha servido para ponera punto un ELISA cuyaspropiedadestécnicasmás
importantesson:

Gransensibilidad(5 ng/mI)
Granprecisióninterensayo(CV=l0%)
Rangoefectode trabajomayorde 2 órdenesdemagnitud.
Faltade interferenciacon los nivelesde IgG4 total.
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El principal avancequesuponeestemétodoesademás,permitirla cuanti-
ficacióndeformaobjetiva,medianteel empleodeunapreparacióncalibrada.En este
trabajo,sehadesarrolladoun métodoparaprepararla curvadereferenciabasadoen la
absorciónespecíficadeunsueroaunextractodePhleumpratense.ElcontenidodeIgG4
específicasehacalculadocomola diferenciaen la concentraciónde IgG4 total antesy
despuésde eliminar los anticuerposespecíficosenel procesode absorción.

- El estudiocomparativodelosnivelesdeIgG4enindividuosatópicosy noatópicos
permitedestacarcomoimportanteslos siguientespuntos:

Los nivelesde IgG4 total exhibenunagranvariabilidad tantoentreindivi-
duosatópicos,comono atópicos,y no existendiferenciassignificativasentreambos
grupos.

La presenciadeanticuerposIgG4específicossi pareceestarcorrelacionada
conel estadoclínicodelpaciente,sobretodoenla alergiaalimentariadondeladetección
deestosanticuerposvaasociada,ennumerososcasos,conlafaltadeanticuerposdeIgE.

Estoindicaríasu importanciacomoresponsablesdela sintomatologíaclínica.

- El estudiodelcomportamientodela IgG4 en los tratamientosdehiposensibiliza-
ción realizadoen estetrabajo,permiteconcluir la importanciadelpapelquejuegala
lgG4 en la IT, no sóloa nivel cuantitativo,sinoprobablemente,bloqueandoal alergeno
en su unión a la IgE. Lasevidenciasmásimportantesobtenidasen estetrabajoaeste
respectoson:

Como consecuenciade la IT, los nivelesde lgG4 específicasufren un
incrementoselectivosignificativo,cuantitativamentemuy importante(concentracio-
nes de hasta200 pg/ml) que se desarrollasegún un patrón común para todos los
pacientes.

Los nivelesde lgG4 total experimentanun incrementosignificativo como
consecuenciadela IT, perosucomportamientoeserrático,no sigueun patróncomún.

Aunque no existe correlaciónentre los cambiosproducidosen ambos
niveles, la respuestaque se producede IgG4 específicaparecedependerde la
concentracióninicial de IgG4 total decadapaciente.

LosanticuerposIgG4específicosadiferenciadelosdeIgG1, estándirigidos
deformaselectivafrentea loscomponentesalergénicosde los extractos.Seproducen
frentealasmismasmoléculasquelosanticuerposIgE, lo quefavoreceríasupapelcomo
anticuerposbloqueantes.

- Los estudiosrealizadoscon basófiloshumanosy mediadoresanafilácticos
permitenobtener2 conclusionesimportantes:la presenciade IgG4enel basófiloy su
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mediaciónen losprocesosdeliberacióndehistaminay LTC4. Losprincipalesdatosque
sepuedenresaltaraesterespectoson:

La induccióndeliberacióndehistaminaesdependientedelanticuerpoanti-
lgG4 utilizado, ya que sólo el anti-IgG4 Fab es efectivo como agenteliberador,
estimulandoliberacionessignificativasen el 90%delos casos.LosAcM anti-IgG4Fc
sinembargo,no inducenliberaciónenningúncasoporquesonincapacesdeunirsea la
1g04fijadaal basófilo,lo quepareceindicarquereconocenunepítoporelacionadocon
el sitio unión al basófilo.

La inducciónde liberacióndehistaminamediadapor JgG4esde~ndiente
deCa

2~, y sumecanismoestábasadoen el “cross-linking de los receptoresunidosal
basófilo.

La liberacióndehistaminainducidapor anticuerposanti-IgG
4esindepen-

dientedel estadoclínico de los individuos y seproduceen toda la población.Esta
característicala diferenciadelaLII mediadaporanticuerposanti-IgE,queesselectiva.
El resultadoobtenidoen estetrabajosegúnel cual, individuos queno respondenal
estímulodeAcM anti-IgE si son liberadoresconAcM anti-IgG4, parecesugerir la
existenciadereceptoresdiferentesparaambasIg.

Todosestosresultados,ademásdeexplicarenparte,la discrepanciaobservadaen
los datos anteriormentepublicadossobre el papel de la IgG4 en los procesosde
liberacióndehistamina,parecensugerirconsistentementequela lgG4 estáimplicada
en los procesosanafilácticos.
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