Bioguimica inmunoldgica

2. Las inmunoglobulinas. Estructura,
propiedades y funciones bioldgicas.
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Las inmunoglobulinas se encuentran en la regién de las gammaglobulinas

Proteina (Densitometria)




Anticuerpos = inmunoglobulinas + y globulinas

» Proteinas de estructura globular sintetizadas por células del sistema inmune
(Linfocitos By células plasmdticas derivadas de ellos.

» Presentes en la sangre (plasma) y otros fluidos bioldgicos (saliva, ldgrimas,
secrecién mucosa intestinal, liquido sinovial, liquido intersticial etfc.)

> En el plasma se detectan dentro de la fraccion de las y globulinas.

> Capaces de reconocer a otras moléculas (antigenos) de manera muy especifica,
y formar complejos estables con ellos (inmunocomplejos).

» Su aparicién en plasma forma parte de la respuesta inmunoldgica adaptativa,
en lo que se conoce como respuesta humoral especifica.

» Los anticuerpos tienen una vida media en el organismo relativamente larga
(varias semanas).

> Constituyen una defensa muy eficaz contra agentes patdgenos.

La estructura bdsica de las inmunoglobulinas

*Dos cadenas pesadas (50 KDa), idénticas entre si

*Dos cadenas ligeras (25 KDa), idénticas entre si

C Cadena pesada

C
............................................................................................................................ Eje de
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> Las cadenas estdn unidas por
uno o.varios puentes disulfuro

) > Glicoproteinas
Cadena ligera




Tipos de inmunoglobulinas

> Existen 5 tipos bdsicos de inmunoglobulinas: Ig6, IgM, IgA, IgD, IgE.

» Son sintetizadas por los linfocitos B (IgM, IgD) y por las células plasmdticas
derivadas de ellos (IgG, IgA, IgE).

> IgM e IgG se detectan principalmente en el plasma sanguineo y en el liquido
intersticial

» Las IgA aparecen fundamentalmente en secreciones (saliva, ldgrimas, secrecién
intestinal, etc.), recubriendo mucosas expuestas al ataque de agentes patégenos
externos.

» La IgD es una inmunoglobulina asociada a la membrana de los linfocitos B. Su
funcién primaria de las es la de servir como detectores de antigenos para las
células B. Se detecta marginalmente en el plasma.

> Las IgE son anticuerpos que, si bien inicialmente se liberan al plasma por las
células plasmdticas, son integrados en la membrana de otras células (mastocitos),
participando en las reacciones de hipersensibilidad.
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Estructura tridimensional de la Inmunoglobulina G

Polisacdrido

Estructura en “dominios”de las inmunoglobulinas

Region
variable Vi

Region
constante

Dos dominios variables (V, V) y cuatro
dominios constantes (C,, C,yy, Ciio, Cpi3)

Antigen-
binding site N
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Ribbon model

This model shows domains
of p-sheets arranged like
barrels (“B-barrels”)




Reconocimiznto antigeno-anticuerpo

Identificacion del dominio de 2 x Fab
unién a los antigenos

Digestion con

apaina
pap Fc

F(ab)’,
Digestion con

bromelaina

Fab, F(ab)',: ‘antigen binding fragment": zona de union a antigenos

Fc: “crystaline fragment”: zona constante que interacciona con
receptores celulares




Experimento que permiti6 “visualizar" las estructuras de los
complejos antigeno anticuerpo

\ Molécula orgdnica de pequefio tamario (antigeno), que es
%i administrado a un conejo con el fin de producir anticuerpos
\
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Anticuerpos que reconocen a la molécula orgdnica

Sintesis quimica de una molécula que contiene dos veces
e ® el mismo determinante antigenico

Estructuras que se observan al microscopio electrénico al incubar
antigenos y anticuerpos

Antigeno con dos determinantes
antigénicos iguales




Los anticuerpos muestran una extraordinaria especificidad por los antigenos...

Radical (RY) = b sulfonato BISENALo carboxilato

Tipo de | &

“antigeno

tetrahedral tetrahedral

Respuesta que se obtiene cuando se evalla la respuesta de 1g’s producidas
al inmunizar con acido 3-aminobenzeno sulfonico, frente a analogos

Los anticuerpos muestran una extraordinaria especificidad por los antigenos...

antiserum

p aminophenol | paminophenol | p aminophenol
a glucoside B glucoside B galactoside

anti-a glucoside

anti- gglucoside

anti- B galactoside




¢Por qué son tan especificos los anticuerpos...?

1) Porque el antigeno “encaja” en el locus de reconocimiento del anticuerpo

&

El reconocimiento del antigeno por el anticuerpo tiene lugar en un /ocus
especifico constituido por los extremos de la cadena ligera y pesada, en la que
encaja el antigeno y que permite se ponga de manifiesto toda una serie de
fuerzas que mantendrdn unidos antigeno y anticuerpo. La zona de
reconocimiento por parte del Ac es de tamafio limitado (10 aa)




2) El reconocimiento eficaz (y con ello la especificidad) se basan en que

exista entre antigeno y anticuerpo una interaccién tal que las fuerzas de
atraccién superen a las de repulsion, de manera que el complejo que se forme

sea estable

Inmunocomplejo
estable si

¥ atraccion > repulsion

Inmunocomplejo no
estable si

T atraccion < repulsién

¢Qué fuerzas mantienen juntos al antigeno y a los anticuerpos?

Fuerzas no covalentes Origen
Fuerzas electrostaticas Atraccion entre cargas opuestas ®
dasop —NH, 00C—
Puentes de hidrogeno Atomo de hidrégeno compartido “N—H--0=¢"
entre dos dlomos /67 st 5 ~
electronegativos (N, 0)
Fuerzas de van der Waals Las fluctuaciones en las nubes &t - 07
electronicas de las moléculas
polarizan los dlomos vecinos §- = &t
Fuerzas hidrofébicas Grupos hidrofobicos interaccionan H H H
desfavorablemente con agua y H >0 5t 0
tienden a empacquetarse juntos 5— 04 H
para excluir las moléculas de 5= H
agua. La atraccion también 5t
implica las fuerzas de van der 0
Waals HH
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Distancia relativa a la que actian estas fuerzas

Ol————
Puentes hidrégeno
N~ - ﬂ®

Electrostdticas

Van der Waals

Hidrofabicas

s
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La interaccidn entre antigeno y anticuerpo es un equilibrio quimico
al que puede aplicarse la Ley de Accion de Masas

[AbAg] [(\] '

~ [Ab] [Ag] [A] [.I

Las constantes de afinidad son del orden de 1010
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Cuando el anticuerpo es multivalente, la Ke global puede ser mayor que la del
fragmento Fab; de esta manera, incluso con una afinidad baja, una IgM puede ser
efica], para unirse a antigenos. —

Reacciones dz precipitacion
antigeno-anticuerpo
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Antigenos: moléculas ca_pe es (e provocar una respuesta ¢ I J isterna inmune,
Si la respuesta es de tipo “hurmnoral” resultara en la produccién de anticuerpos

iy contra €l
I
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Cuando el antigeno es grande, el anticuerpo solo
puede reconocer una parte de él (determinante
antigénico o epitopo)

La naturaleza de los inmunecomplejos formados depende
de la proporcion relativa de antigeno Yy de anticuerpo

1. En exceso de anticuerpo se forman
inmunocomplejos de tamafo moderado

2. En exceso de antigeno, los inmunocomplejos
son también de tamafio moderado

3. Cuando antigeno y anticuerpo se encuentran en
una proporcion adecuada,los complejos
formados son de gran tamafio, y por tanto ‘
insolubles .J

.J
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Inmunoprecipitacion: Las concentraciones relativas de anticuerpo y de antigeno

influyen en el tamafio de los complejos antigeno-anticuerpo que se forman.

exceso de anticuerpo (no se forma precipitado)

precipitado visible

exceso de antigeno (no se forma precipitado)
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cantidad de antigeno afiadida a una cantidad fija de anticuerpo

Meétodos analiticos basados en la inmunoprecipitacion

»Cualitativos:
» Doble inmunodifusidn
» Inmunoelectroforesis en contracorriente

«Cuantitativos
» Inmunodifusion radial
» Inmunoelectroforesis rocket
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Fundarnento de la doble
inmunodifusion

Antigeno Anticuerpo

»| o

Inmunoprecipitado

anti-1,2
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Inmunodifusion radial

=

Patron 3 .

Problema

@)

DIAMETRED

Patron 2

. _ v

CORNCEMTRACION

Patron 5

Inmunoelectroforesis

contracorriente
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Funciones bioldgicas de los

anticuerpos

Principales funciones efectoras de los anticuerpos:

AR )

ololofo

3. Fijacidn y activacion

izacié 2. Opsonizacion
1. Neutralizacion p del complemento
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1. Neutralizacion:

Toxinas
[ ] ® ®
[
®
[ ]

Celula
con receptores
para loxina

Anticuerpos neutralizantes

Bacterias Virus

i
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Anticuerpos neutralizantes,
que bloquean su infectividad

Aglutindndolas y
bloqueando su movilidad

g
O

2. Opsonizocic’m: facilitan la fagocitosis

Las bacterias que poseen
cdpsula o envoltorio se
resisten a ser fagocitadas
por los neutréfilos

La unidn de anticuerpos a la
cdpside bacteriana permite se
una al anticuerpo (regién Fc) la
proteina del complemento C3b
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Las bacterias asi
sefalizadas  son
fagocitadas por los
neutréfilos e
incorporadas a los
fagolisosomas

La generacién de especies
reactivas de O, en el
interior del fagolisosoma
lleva a la destruccidn de la
bacteria

Generacién de ROS por sistemas
enzimdticos (NADPH oxidasa)
que reducen el O,
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3. Fijacidn y activacién del complemento:

o
o

fnactive complement -active fragment

component :
sctiuand inactive complement
component with okmpdnn
protease activity

inthe process of
activating next pl&l‘ll\
in sequence, the hrst
protease is inactivated hldaql(dly
athe [ragment

activated
companent with
protease activity

$.. process repeated
dn ruction AR
l!‘iuenl‘ullrall‘murd

m 'I’

mudtimalecular

complex of late
bacterium membrane attack complex  components

Inrushing

fluids Complement

proteins

Phospholapad
bilayer

Cytoplasm :

Lisis de un paramecio mediada por anticuerpos y complemento
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Principales funciones efectoras de los anticuerpos

IgG

Actividad funcional IgM lgD | lgG1 | 1gG2 | 1gG3 | 1gG4 | IgA IgE

Neutralizacion + — 4+ ++ || ++ ++ 'H' =

Opsonizacion i = . = ek i . _

Sensibilizacion a la muerte o
por células NK et

s . i _ -

Sensibilizacion
de mastocitos & = -

Activa el sistema T
del complemento . - || - - i -

Distribucion de las inmunoglobulinas en el organismo

Nz, &
e

==L

19G, IgE

loG ‘ lgM ‘IgAd\mér\ca-
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Abundancia relativa de las inmunoglobulinas en el plasma humano

IgA

IgM

210mg/100ml 150mg/100m|

IgEO
0,03mg/100ml  3mg/100ml

IgG  1000-1500 mg/dl
IgA  250-300 mg/dl
IgM  100-150 mg/dI
IgD  0,3-30 mg/dl
IgE  1,5-200 pg/dl

109G

1250mg/100ml

Extravasacion de las inmunoglobulinas a otros fluidos bioldgicos

Transporte a
través de epitelios

Transporte a
través de placenta

Difusidn al espacio
extravasal

22



Transporte de
las TgA a través
de epitelios

Receptor
poli-lg
omponente
secretor
IgA secretada
Superficie Superficie
luminal

luminal
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