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» Resumen — El Sistema del Complemento parecia ser propio de los vertebrados. Los
estudios llevados a cabo sobre la estructura de genomas completos en algunas especies, nos
muestra que los genes del Sistema del Complemento de los mamiferos tienen sus homologos
paralogos en modelos gendmicos del protocordado anfioxo que serian el origen genético de
los tetrapodos. En los agnados y las lampreas sobreviven funciones primitivas, genes y pro-
teinas de este Sistema. Es importante el hallazgo de sistemas funcionalmente analogos a los
del Complemento en diferentes especies. El Complemento estd muy asociado a la funcién de
la respuesta inmunolégica, a los fenémenos inflamatorios y a la coagulacién. Su principal
mecanismo antimicrobiano es la lisis de las células extrafias mediante una reaccién en cas-
cada de factores. Evolutivamente el Complemento pasé de ser un mecanismo efector inde-
pendiente en el origen de los vertebrados, a estar asociado a la respuesta inmunolégica,
tanto litica como antiinflamatoria. Las observaciones y estudio de estos mecanismos efecto-
res de los vertebrados anamniotas ofrecen una mirada al pasado evolutivo.
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» Abstract — “Evolutionary Aspects of the Complement System”. The Complement System
seems to have been specific to vertebrates. Studies carried out on the structure of entire ge-
nomes in some species, show that the Complement System genes of mammals have paralog
counterparts in the protocordado amphioxus genomic models that would correspond to the
genetic common origin of tetrapods. In agnathans,and lampreys, primitive functions survive:
genes and proteins of this system. It is important the finding of other systems functionally
analogous to those of the Complement in different species. The Complement is closely asso-
ciated to the immune function response, to inflammatory phenomena and to coagulation. The
main antimicrobial mechanism is the lysis of foreign cells through a cascade of factors. From
an evolutionary point of view, the Complement changed from being an independent effector
mechanism at the origin of vertebrates, to being associated with lytic and antiinflammatory
immune responses. The observations and study of these effector mechanisms of anamniote
vertebrates offers a view into the evolutionary past.
Keywords: Complement System, evolution, chordata, phylogeny.

INTRODUCCION

El Sistema del Complemento tiene su ori-
gen en proteinas que cumplian funciones
muy esenciales de defensa contra organis-
mos patdgenos en especies de protostomados
hace 600 millones de afios. En la actuali-
dad, el sistema ha llegado a un grado de
desarrollo que muestra una enorme comple-
jidad y gran eficiencia, sobre todo en los
homeotermos aves y mamiferos.

El Sistema del Complemento de los ma-
miferos tiene numerosas funciones. De ellas
la mas conocida y destacada corresponde a
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la actividad litica sobre células extrafias, lo
cual incluye a los virus, bacterias y hongos.
Este Sistema tiene una caracteristica muy
especial: las funciones que puede desarrollar
incluyen un amplio arco de acciones que
mantienen relaciones que incluyen desde co-
laboracién circunstancial hasta mutua de-
pendencia con otras funciones fisioldgicas
importantes. Ejemplos de estos sistemas son
la coagulacion, la inflamacion y el sistema
de la inmunidad adaptativa. El Sistema del
Complemento esta integrado por un conjunto
de proteinas, la mayor parte de las cuales lo
sirven en exclusividad, o casi exclusividad.
Una cantidad menor de ellas atienden tam-
bién a otras funciones fisiologicas. No obs-
tante la complejidad y variedad actual, hay
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consenso en el sentido que el Complemento
empezo6 como parte del sistema de inmuni-
dad innata (Dodds y Matsushita, 2007).

Dentro del reino animal los condrictios
constituyen el grupo mas antiguo que posee
un Sistema de Complemento con la casi tota-
lidad de las funciones (atribuibles a los me-
canismos de defensa) que observamos en los
mamiferos. Como veremos, las lampreas po-
seen solamente algunas funciones que son si-
milares a las encontradas en los mamiferos.
En el anfioxo (cefalocordado) se observan
funciones aisladas a las cuales se les atribuyen
ser las antecesoras de las que se encuentran
en los vertebrados mas complejos.

Todas las funciones (especiales) del Com-
plemento estan a cargo de proteinas particu-
lares. Se puede adelantar que las tareas que
éstas llevan a cabo son complejas, en el sen-
tido de que la participacion de cada proteina
implica mas de una funcién, resultando ser
desde bifuncionales hasta polifuncionales.
Esta complejidad se basa en el hecho que las
proteinas constan de dominios, es decir sec-
tores estructurales precisos que poseen ca-
racteristicas definidas, con funciones distin-
tas dentro de la misma proteina. Los mas
comunes corresponden a dominios con fun-
cién enzimatica, dominios con capacidad de
reconocimiento de estructuras especiales
(tanto de patdgenos como de células pro-
pias), y dominios que se unen especificamen-
te a dominios de otras proteinas, del mismo
o de otros sistemas.

Por otra parte, hay que agregar que la
evolucion de las proteinas se lleva a cabo
no solamente mediante los cambios internos
que acaecen dentro de cada dominio proteico
(mutaciones), o mediante duplicacién génica
y posterior diferenciacién. Ademas de estos
cambios ocurrié que los genes codificantes
para las proteinas mencionadas, intercam-
biaron, durante los ltimos 500 millones de
afios, sectores génicos correspondientes a
dominios con otras proteinas relacionadas, o
sea pertenecientes al Sistema (o protosiste-
ma) del Complemento. También pudieron
intercambiar dominios con los genes de pro-
teinas que tenian funciones ajenas a las del
Complemento.
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Conviene mencionar que, en la mayor par-
te de los casos, los dominios se corresponden
muy ajustadamente con los exones del gen. El
mezclado (shuffling) de exones debe haberse
producido en una etapa temprana del desa-
rrollo del Complemento y probablemente
acontecio en varias oportunidades acompa-
nando las diversificaciones filéticas.

Se entiende que en una situaciéon como
la nombrada la descripcion de la historia
evolutiva es complicada, laboriosa y necesa-
riamente elusiva en sus resultados.

El mayor aporte actual de informacién
indicativa u orientadora sobre el tema pro-
viene de la genética molecular. Cuando se
tiene en cuenta la necesaria relacién entre
los dominios y las funciones, podemos apre-
ciar el valor que tiene el conocimiento de
las estructuras proteicas conocidas o conjetu-
radas (y sus funciones) para trazar una filo-
genia de los origenes de las actuales funcio-
nes del Complemento.

Debido a que la mayor parte de las pro-
teinas de este Sistema estan relacionadas
funcionalmente y que éste es el principal,
sino unico, sentido que tienen. Esta situacion
tiene una cierta semejanza con un rompe-
cabezas en el cual cada ficha tiene un dibujo
central mas o menos claro, pero cuyos bor-
des son borrosos. Ello obliga a un estudio
amplio de cémo se integran las funciones en
cada especie.

Las proteinas que forman el Complemen-
to tienen una rica y compleja historia evolu-
tiva, la cual se remonta practicamente a la
aparicion de los animales multicelulares se-
gun describiremos.

Un aspecto importante del estudio corres-
ponde a la optica que se utiliza en la tarea
de apreciar/conjeturar las raices del Sistema
del Complemento. Una aproximacion consis-
te en encontrar las similitudes existentes en-
tre los dominios de las proteinas de diferen-
tes especies animales, para lo cual se toman
como referencia las estructuras de las protei-
nas reconocidas por su pertenencia al Siste-
ma del Complemento mas evolucionado.
Para ello, se analizan las estructuras génicas
de los genomas de especies que representan
actualmente a organismos primitivos tenien-



Acta zoolbgica lilloana 57 (2): 141-160, 2013

do en cuenta su vinculo con taxones de los
cuales se han encontrado restos fdsiles. Con
una alta probabilidad, el hallazgo de domi-
nios proteicos con gran similitud a los homo-
logos de las especies mas estudiadas, nos
permitiria hipotetizar que los organismos
primitivos poseian funciones similares a las
que ahora encontramos, por ejemplo, en los
mamiferos modernos. Sin embargo, existen
algunos problemas.

Hay grandes dificultades para llevar a
cabo estudios funcionales interespecificos.
Entre las mas importantes se encuentra el
hecho que, con frecuencia, no se pueden ha-
cer pruebas cruzadas por la incompatibili-
dad entre especies.

Asimismo, en los estudios comparativos,
la exacta definicién de las funciones de los
componentes del Complemento es problema-
tica (Dodds y Matsushita, 2007). De hecho,
solamente en la especie humana han sido
claramente definidas las vias de activacion.

Algunos grupos presentan multigenia
para algunas proteinas, por ejemplo, en los
peces Oseos se encuentra la multigenia de C3
(multiplicacién del C3), presentando los sub-
tipos existentes diferentes funciones, lo cual
es problematico en las comparaciones.

Como un problema basico se encuentra
lo sefialado por Dodds y Matsushita (2007:
235): «Se debe recordar que los invertebra-
dos existentes son nuestros primos lejanos y
no nuestros antecesores. Es muy posible que
algunos componentes adicionales, que no se
encuentran en los mamiferos, se hayan agre-
gado en algunas lineas (filéticas).»

FUNCIONES DEL SISTEMA DE
COMPLEMENTO

El Sistema de Complemento es, por una
parte, un componente vital en la respuesta
inmune innata y, ademas representa un gran
mecanismo efector en la respuesta inmune
adaptativa a través de la via clasica de acti-
vacién. La funcién reconocida como la mas
importante es producir la muerte celular a
partir de la formacién de multiples poros en
la membrana de la célula blanco. De esta
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manera, se produce la lisis de microorganis-
mos patdégenos.

También es importante en el proceso de
opsonizacion que corresponde a la fagocito-
sis de antigenos particulados. Sin embargo,
las funciones de este Sistema exceden lo re-
lacionado con la respuesta inmune.

Una funcion clara de interrelacién con
otros sistemas fisioldgicos, la constituye las
sefializaciones que, partiendo del Sistema
del Complemento, actian sobre células de
otros sistemas fisiologicos. Por ejemplo, el
Clq, proteina que integra el Factor C1 del
Complemento, puede actuar sobre varios ti-
pos de células induciendo respuestas especi-
ficas (Eggleton et al., 1998). Sobre los neu-
tréfilos y macrofagos induce quimiotaxis,
aumento de la fagocitosis, y destruccion mi-
crobiana. Sobre los linfocitos B tiene el efec-
to de aumentar la secrecién de inmunoglo-
bulinas. Sobre las plaquetas induce aumento
de la expresion de proteinas de adherencia.
En los fibroblastos hace aumentar la sintesis
de DNA, la quimiotaxis y la fagocitosis. So-
bre los musculos lisos estimula el metabolis-
mo oxidativo. Asimismo otros factores o
fragmentos activados, fundamentalmente
C3a y C5a actuan promoviendo la inflama-
cién, mientras otros tienen funciones inmu-
norreguladoras.

El Complemento contribuye tanto a la
induccioén de la respuesta adaptativa inmu-
nitaria Th1, como a su limitacién temporal
(Heeger y Kemper, 2012). Esta ultima fun-
cion es indispensable para evitar las conse-
cuencias de tipo autoinmunitarias.

El papel que juega en el sistema nervioso
no se limita a la defensa contra organismos
patogenos y eliminacién de material propio
danado, sino que abarca funciones en el
mantenimiento y desarrollo de las neuronas
y sinapsis (Horstman et al., 2011; Veerhuis
et al., 2011). En el caso del C5a, se ha com-
probado que aumenta la sensibilidad al do-
lor y la inflamacién en ratones de prueba
(Liang et al., 2012).

Los factores C3a y C5a actuan sobre los
osteoblastos aumentado su respuesta a la
inflamacion. En este caso, ademas, induce
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un aumento en la formacion de osteoclastos
(Ignatius et al., 2011).

Es importante destacar una funcién del
Complemento que consiste en la depuracion
plasmatica que elimina complejos inmunita-
rios de la circulacién. De otra forma, estos
inmuno-complejos formados por la unién de
antigenos a anticuerpos se podrian depositar
en diferentes 6rganos, como el rifién, produ-
ciendo graves dafios, razon por la cual deben
ser eliminados. También se ha destacado el
papel de algunos factores del sistema en el
sentido que facilitan un adecuado desarrollo
del proceso de la apoptosis (Flierman y
Daha, 2007).

SISTEMA DEL COMPLEMENTO EN
MAMIFEROS

Lo que se describe a continuacion corres-
ponde a la estructura y funciones del Siste-
ma de Complemento en los mamiferos, mas
concretamente a lo conocido en la especie
humana, que es la especie mas estudiada y
sobre la cual se conocen en totalidad las se-
cuencias aminoacidicas de las proteinas in-
tegrantes del mencionado sistema.

El Sistema del Complemento esta consti-
tuido por moléculas implicadas principal-
mente en la defensa frente a infecciones y a
células tumorales. Parte de los factores del
Complemento potencian la inflamacién y la
fagocitosis y actiian produciendo la lisis de
células y microorganismos. Una definicion
mas amplia sostiene que este Sistema tiene
dos funciones principales, la litica y la de
detectar senales de peligro en el organismo
(Sjoberg et al., 2009). Esto ultimo lo efectiia
descubriendo formas moleculares alteradas
o dafnadas de tejidos propios que son recono-
cidas por Clq. Esta capacidad de reconoci-
miento de formas alteradas o dafiadas esta
vinculada con la fisiopatologia del sistema
cuando una excesiva activacién causa dafios
al propio organismo (Carrol y Sim, 2011).

La mayor parte de los factores del Com-
plemento son proteinas plasmaticas y una
pequefia proporcién de ellos son proteinas
de membrana. De esta manera esta integra-
do por proteinas llamadas factores, que reci-
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ben denominaciones, por una parte, que se
enumeran desde C1 hasta C9, otras se identi-
fican mediante letras (Factor B, factor H,
Factor I, factor B etc.) y otras por siglas que
hacen a su funcién, por ejemplo MBL (lecti-
na de unién a la manosa), MASP (serin-pro-
teasa asociada a la MBL).

Ademas de lo antes mencionado, hay que
sefialar que varias de estas proteinas estan
constituidas por sub-unidades independien-
tes. Por ejemplo, C1 esta integrada por tres
proteinas: Clq, Clr, Cls, que tienen distintas
funciones. Aparte de ello, las proteinas prin-
cipales pueden ser escindidas por enzimas
especificas del Complemento en fragmentos
con distintas funciones: es lo que ocurre por
ejemplo con C3 que es separada en C3a y
C3b.

El hepatocito es el principal productor de
factores del Complemento. No obstante, los
componentes de C1 son sintetizados también
por las células epiteliales del intestino y del
sistema genito-urinario. Por otra parte los
adipocitos sintetizan el factor D. Se ha ob-
servado que los macrofagos activados pro-
ducen algunos factores del Complemento.
Sin embargo, esto solo tiene relevancia en el
foco inflamatorio. Las citocinas inflamato-
rias (IL1, IL6 y TNF) e IFN-gamma incremen-
tan la sintesis de algunos factores del Com-
plemento en el higado.

LAS VIAS DE ACTIVACION DEL
SISTEMA DEL COMPLEMENTO

La activacion del Complemento se inicia
con reacciones consecutivas que componen
tres cascadas enzimaticas, con una via litica
final comun. A partir de cada uno de los
componentes del Complemento se genera un
componente activo que actiia en el paso si-
guiente de la cascada. Gran parte de los fac-
tores son enzimas proteoliticas (Berrén Pé-
rez et al., 2003). En la activacién, algunas
moléculas son separadas en dos o mas frag-
mentos, los cuales promueven la etapa si-
guiente. Estos fragmentos poseen diversas
funciones biolodgicas: por ejemplo sermedia-
dores de la inflamacién como ocurre con C3a
y C5a.
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La activacién del Sistema puede efectuar-
se por tres vias. La via clasica, la via alterna
y la via de las lectinas (Fig. 1).

La aparicion de la via Clasica se llevé a
cabo conjuntamente con el desarrollo del sis-
tema Inmune Adaptativo, lo que parece ha-
ber ocurrido durante el surgimiento de los
peces mandibulados. Las novedades mas
importantes aportadas por la defensa adap-
tativa a la inmunidad general fueron: a) los
dos tipos de Complejos Mayor de Histocom-
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patibilidad, b) el receptor de célula T, y c)
los genes activadores de recombinacién que
posibilitaron la aparicion de las inmunoglo-
bulinas.

ViA CLASICA
Se activa por la unién de un antigeno y
un anticuerpo. El anticuerpo por si solo no
activa el Complemento. Cuando la inmuno-
globulina (IgM o IgG) se une al antigeno se
produce un cambio de conformacién en

& MBL C3(H,0) properdina
Inmuno Complejo Carbohidratos, IgA Algunas Bacterias y Virus
N N N
' VIA DE LAS
! ) \
VIACLASICA e | VIAALTERNA

MBL

. . .z C4
Eliminacion de c2

células apoptoticas

Fl, C4BP
CD35
CD46, CD55

C3-convertasa
(C4b2a)

Opsonizacion

Ativacion de C3

MASP1-MASP2

C3-convertasa
(C3bBb)

C3

FI, FH, FHL-1
CD35, CD46, CD55

Amplificacion

k/ Deposicién de C3b

c4b2a3b c3bBb3b
CPN \ /
\// Liberacion
de anafilotoxina Fl, FH, FHL-1, C4BP
. rtasa , FH, ,
csa \/05 convertas CD35, CD46, CD55
Y co
Lisis Ataque de Membrana CD59
-complejo-

7

Figura 1. Vias de activacion del Sistema de Complemento. Cada etapa de las respectivas

cascadas de activacién se representa con la letra C y el nimero correspondiente.

La via

Clasica se activa por la unién antigeno-anticuerpo. La via Alterna se activa por reconocimien-
to de componentes del patégeno. El iniciador de la via de las lectinas es una lectina como la
MBL. Figura basada en los trabajos de Dunkelberger y Song (2010) y (Mabbott, 2004)
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ésta, lo que facilita la agregacion de varias
Igs y la adherencia de C1q (Fig. 2). Esta pro-
teina esta unida a Cls y Clr, las cuales ac-
tuan sobre C2, provocando la division de
esta molécula en dos fragmentos, C2a y C2b.
El fragmento C2a se une al C4b para formar
el complejo C4b2a (que es la convertasa C3
de la via clasica). El complejo C4b2a, actua
sobre C3 dando lugar (convirtiéndose) en
dos fragmentos activos: la anafilotoxina
C3a, que pasa al medio liquido, y el frag-
mento C3b que se une a la membrana de la
célula blanco. El complejo formado por
C4b2a3b es la convertasa de C5 de la via
clasica, siendo éste el primer paso de la de-
nominada via litica.

Parte de los detalles consiste en lo si-
guiente: la activacion de C1q provoca que
una molécula de Clr pierda por autocatalisis
un trozo de bajo peso molecular, quedando
activada. Esta molécula activa a otra molé-
cula de Clr. Las dos moléculas de Clr ata-
can a dos moléculas de C1s liberando pépti-
dos de bajo peso molecular y exponiendo sus
dominios cataliticos. Cls actua sobre una de

Membrana
Celular
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las cadenas de C4 produciendo su ruptura en
dos moléculas, C4a y C4b, que se une a la
membrana de la célula blanco. Esta unién de
C4b se efectiia en presencia de iones Mg+
(Dunkelberger y Song, 2010). C1q también
se puede unir a algunos restos celulares y
activar su fagocitosis.

VIA ALTERNATIVA

Esta via no necesita de anticuerpos para
activarse. Lo hace reconociendo componen-
tes en los patdgenos, lo cual puede efectuar-
se a través de C3. Como ejemplos, se obser-
van constituyentes de la pared celular de
hongos como los glicanos (Agarwal et al.,
2011), zimosan (Kozel et al., 1991) y mela-
ninas (Rosas et al., 2002). En bacterias, se
describe el acido lipoteicoico (Fiedel y Jack-
son., 1978; Hummell et al., 1985) y lipopo-
lisacaridos (Lambris et al., 1982; Grossman
y Lieve, 1984). En el caso de virus, la activi-
dad de neuraminidasa activa esta via del
Complemento (Hirsch et al., 1986). Tam-
bién hay registros de componentes de proto-
z0os que activan la via alterna como es el

Y
o e %?\)

Ci1s Cir

Figura 2. Activaciéon de la via Clasica del Complemento. Unién de C1 al antigeno. La unidad
C1q se une a la Fc de las inmunoglobulinas que se encuentran en la membrana celular luego
de la unién al antigeno. Figura modificada a partir de Carroll y Fischer (18997).
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caso de la leismaniasis (Mosser y Edelson,
1984) o Acanthamoe batrophozoites (Pumi-
donming et al., 2011). De hecho, normal-
mente siempre existe una pequefia fraccion
del contenido plasmatico de C3 que esta
fragmentada en C3a y C3b. El fragmento C3b
se puede unir a la membrana del patdgeno.
En este caso, el factor C3b unido a esta
membrana capta al factor B formando el
C3bB, sobre el cual a su vez actaa el factor
D, liberando Ba, y quedando el complejo
C3bBb que tiene actividad convertasa de C3.
La unién de otro C3b aumenta el complejo a
C3bBb3b, el que puede actuar sobre C5
(C3bBb3b es la convertasa de C5 de la via
alternativa) e iniciar la via litica. C3b pue-
de unirse a receptores en la membrana de
los fagocitos y favorecer la fagocitosis.

El fragmento C3a, por su actividad de
anafilotoxina, activa mastocitos y basofilos
induciendo la liberacién de mediadores qui-
micos, por parte de estas células, los cuales
potencian la inflamacién. Debemos mencio-
nar aqui el caso de la properdina (P) que se
une al complejo C3bBb, que es 1abil, dando
lugar a C3bBbP que es mas estable, lo que
contribuye a la amplificacion de la activa-
cién del Sistema.

Es pertinente sefialar en este lugar que
algunos componentes de la inmunidad inna-
ta, sobre todo el Sistema del Complemento
constituyen los principales mecanismos en la
defensa de las infecciones que afectan al en-
céfalo (Veerhuis et al., 2011). En este senti-
do, tanto las neuronas como las células glia-
les expresan receptores para los componen-
tes del Complemento, y para la activacion
Toll-simil de defensa. Ademas, el Comple-
mento juega un papel importante en la de-
puracion del material fibrilar Abeta por par-
te de la microglia en las fases iniciales del
Alzheimer (Fu et al., 2012).

VIA DE LAS LECTINAS
Es una via similar a la via clasica de ac-
tivacion. El iniciador no es un anticuerpo
sino una lectina (por ejemplo, la MBL: man-
nose-binding protein) (Kuipers et al., 2002)
que reconoce ciertos componentes de las
membranas de los gérmenes y es capaz de
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activar, mediante la serin-proteasa MASP, a
C4 y a C2 produciendo C4a, C4b y C2a,
C2b.

Se debe sefialar que la MBL circula uni-
da a las enzimas MASPs. La MBL reconoce
residuos de manosa en glicoproteinas o car-
bohidratos presentes en la superficie de mi-
croorganismos y a partir de ello las MABPs
estan en condiciones de actuar sobre C4, C2,
como se ha dicho. Como consecuencia, es-
tas proteinas actian sobre C3 (se constituyen
en C3 convertasas). Luego C4a y C2a junto a
C3b constituyen la convertasa de C5, resul-
tando en C5b que inicia la formacién del
Complejo de Ataque a la Membrana del or-
ganismo patogeno o la célula blanco corres-
pondiente.

Cabe agregar que tan importantes como
las MBL son las ficolinas, proteinas altamen-
te conservadas durante la evolucién. De he-
cho, su presencia casi constante en la filoge-
nia se manifiesta en situaciones concretas
tales como la subsistencia de alelos de estas
proteinas en algunos genes en los primates
(Hummelshoj et al., 2011).

Conviene sefialar que esta via es, no sola-
mente util sino el mas importante mecanis-
mo para combatir algunas infecciones por
bacterias en los mamiferos, como es el caso
de la infeccién por neumococos (Ali et al.,
2012).

COMPLEJO DE ATAQUE
DE MEMBRANA (MAC)

Esta es la parte de la cascada en la que
convergen las tres vias antes mencionadas. A
través de esta ultima etapa se produce la li-
sis del organismo patégeno mediante la
creacion de multiples poros en su membrana
(Fishelson et al., 2002). El factor C5 se fija a
C3b a través de las enzimas convertasas de
C5. Este factor es escindido en C5a (que pasa
al medio fluido) y el fragmento C5b que se
une a C3b. La fraccién C5b capta los facto-
res C6 y C7, formando un complejo estable
C5b67 que tiene actividad quimiotactica y
capacidad de fijacién a las membranas. Si
al complejo C5b67 se une la fraccién C8,
formando C5b678 deviene en citolitico, pues
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el factor C8 modifica su configuracion espa-
cial ofreciendo zonas hidrofébicas que deter-
minan su insercién en la membrana. Este
grupo de moléculas adquiere la capacidad
de interaccionar con moléculas de C9 for-
mando el complejo C5b6789. Las moléculas
de C9 sufren cambios conformacionales, des-
plegandose y presentando mas zonas hidro-
fébicas que aceleran la penetraciéon del com-
plejo formado en la membrana (MAC). Todo
ello da origen a la formacién de poros o ca-
nales hidrofilicos, que permiten el libre in-
tercambio de agua, iones y moléculas peque-
fias con el exterior de la célula, provocando
la consiguiente lisis osmética de la célula
atacada (Fig. 3).

También se han descrito otros dos meca-
nismos de activacion del Sistema de Comple-
mento que son independientes de los anterior-
mente mencionados. Uno, que involucra a la
properdina, promueve el ensamble de novo de
la convertasa de C3 (Kimura et al., 2008).
Por otro lado, se sabe que C3 y C5 pueden ser
clivados directamente por proteasas no depen-
dientes del Complemento como son los casos
de la calicreina y de la trombina.

En nuestro laboratorio, se estudio la acti-
vidad del Sistema de Complemento en anu-
ros y reptiles (Fernandez 1986; Fernandez y
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Schoos 1990; Castro y Fernandez, 2009).
Nuestros estudios pusieron en evidencia la
generalizada actividad litica sobre eritroci-
tos de mamiferos llevada a cabo mediante la
via alternativa presente en una variedad de
especies de anfibios y reptiles.

Una novel (y sorprendente) funcién del
MAC ha sido recientemente propuesta a par-
tir de las observaciones sobre las caracteris-
ticas del mecanismo molecular (Tegla et al.,
2011). Ella corresponde a la posibilidad real
de situaciones en las cuales la cantidad de
poros que se instalen en la membrana blan-
co sea pequeiia y que la célula pertenezca al
propio organismo. En estos casos de imple-
mentacién sublitica del complejo C5a-C9, la
pequena cantidad de poros podria estar re-
gulando procesos tales como activacion ce-
lular, proliferacién, diferenciacion y como
consecuencia, también manteniendo la ho-
meostasis celular y tisular.

REGULACION DEL SISTEMA DEL
COMPLEMENTO

La activacién y funcionamiento del Com-
plemento esta sujeta a regulacion. De otra
forma, dado el funcionamiento en cascada
del Sistema y los ciclos de multiplicacion

C5p678 Polimero

Figura 3. Complejo de Ataque de Membrana. En este Complejo convergen las vias de activa-
cion. C5bB6789 lleva a la formacién de poros o canales hidrofilicios en la membrana provo-
cando la lisis osmatica de la célula atacante. Modificado a partir de Garcia Olivares et al.
(2010)
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que posee, se podrian alterar sus efectos y
desatarse una activacion incontrolada que
exceda los sitios donde sean necesarios. De
hecho, al Complemento se le ha atribuido
ser un componente causal importante de va-
rias patologias (Alzheimer, lupus eritemato-
so sistémico, degeneracion macular de la
vejez, y otras) debido a una actividad locali-
zada no controlada.

Existen varias proteinas que acttian inhi-
biendo la actividad del Complemento en dis-
tintos puntos de las cascadas (Sjoberg et al.,
2009). Las proteinas con efecto inhibidor se
ubican, ya sea en las membranas celulares
del organismo, o son solubles y viajan en el
plasma sanguineo. Las unidas a membranas
impiden una actividad perjudicial hacia las
células del propio organismo. Entre ellas, se
destacan CD35, CD46, CD55 y CD 59. Estas
actuan inhibiendo las convertasas de C3y C5,
y en el caso de CD59 inhibe la formacién del
complejo de ataque a la membrana. Entre las
solubles se destacan FH (Factor inhibidor del
Complemento) que inhibe las convertasas de
C3 delavia alternay de C5; y C4BP (proteina
de unién a C4) que inhibe las convertasas de
C3 de las vias clasica y de las lectinas, como
asi también la convertasa de C5.

Ademas se encuentran otros inhibidores
que son menos potentes: FI (factor I), FH
(factor H), FHL-1 (factor H-simil) y la car-
boxipeptidasa N que impide el ensamblaje
del MAC. Hay informacién en el sentido que
C46 ademas de las funciones en la regula-
cién del Complemento, también modula ne-
gativamente la actividad tipo T-helper en la
respuesta adaptativa (Cardone et al., 2011)

FILOGENIA DEL SISTEMA INMUNE

Todo parece indicar que la via de Com-
plemento mas antigua es la de las lectinas.
Desde esta suposicion se podria afirmar que
un componente proteico intermedio entre C4
y C3 debe ser el factor/componente mas an-
tiguo; y entre las enzimas amplificadoras,
las mas antiguas deben corresponder a mo-
léculas mas cercanas a C2 (via lectina) que
al Factor B (via alternativa) (Dodds y Mat-
sushita, 2007).
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La evidencia acumulada indica que la
inmunidad adaptativa se estableci6 en eta-
pas tempranas en la evolucién de los verte-
brados mandibulados. Se ha propuesto que
ocurrieron dos eventos de tetraploidizacion
que permitieron este paso en el proceso evo-
lutivo (Nonaka y Yoshizaki, 2004). El pri-
mero ocurrié antes de la aparicién de los
agnatos y el segundo inmediatamente antes
de los condrictios.

Las comparaciones estructurales de las
proteinas que participan en las vias del Com-
plemento sitiian el origen de este sistema en
metazoarios primitivos que poseian meca-
nismos inmunitarios innatos rudimentarios
(Fujita et al., 2004). El proceso evolutivo de
la generacion del Sistema del Complemento
implica la creacién de las secuencias de pa-
sos que integran las cascadas de funciones
que culminan en cada uno de los objetivos
fisiologicos (lisis, fagocitosis, inflamacion,
etc.). Para ello, se fueron agregando, duran-
te la evolucién, proteinas (factores) que per-
feccionaron el proceso.

Se ha senalado que es mucho mas facil y
posible que cada nuevo integrante de una
cascada se agregue al principio o al final de
la cadena, en lugar de insertarse entre dos
integrantes preexistentes (Dodds y Matsushi-
ta, 2007).

Todos los organismos poseen mecanis-
mos para defenderse de posibles ataques de
patogenos y de invasiones externas. Estos
mecanismos de defensa presentan diferencias
significativas en las ramificaciones del arbol
filogenético, tendiendo hacia una mayor
complejidad en las respuestas de defensa y
hacia un reconocimiento especifico de los
patogenos.

Se ha comprobado una diferencia entre
peces v mamiferos en lo que respecta a la
evolucién de C3. Segun sus estudios sobre
los genes C3, Meng et al. (2012) sugieren
que los peces estuvieron sujetos a una pre-
sién de seleccién positiva, mientras que los
mamiferos sufrieron una presién de seleccién
purificadora, debido a los distintos medios
en los cuales habitan ambos grupos.

Los mecanismos de defensa son variados,
siendo el mas efectivo el de impedir la entra-
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da de los patégenos a través del desarrollo
de barreras fisico-quimicas. Este tipo de ba-
rreras se encuentra en todos los seres vivos,
con caracteristicas particulares dependiendo
de qué organismo se trate. Podemos destacar
la importancia de la piel, las escamas, el
caparazon, las plumas en vertebrados, y el
exoesqueleto en invertebrados. Los inverte-
brados poseen un Sistema Inmune Innato,
donde participan componentes celulares y
componentes humorales. Los animales verte-
brados tienen otro nivel adicional de com-
plejidad, el Sistema Inmune Adaptativo que
permite reconocer especifica y diferencial-
mente a las decenas de miles de antigenos
que forman parte de los organismos nocivos.
Algunos aspectos importantes de las diferen-
cias entre los dos tipos de sistemas de defen-
sa en los animales corresponden a los insec-
tos (Observaciones Sobre los Mecanismos de
Defensa de los Insectos. Pilar Medina Pere-
yra y Francisco M. Fernandez, inédito).

Hay un problema con la identificacion
provisoria de las proteinas primitivas, o an-
tecesoras de las actuales integrantes del
Complemento. Ello abarcaria a las que se
descubren y se presume que son homodlogas
funcionales de las ya conocidas. En general,
se tiende a asignarle el mismo nombre que
tiene la proteina (homologa) mas significa-
tiva del sistema actual, propio de los mami-
feros. Por ejemplo, a la proteina considerada
como supuesta antecesora de C3, cuyo gen
homodlogo se encontrd recientemente en un
urocordado, se le asigna el nombre de C3, a
veces con dos letras (XxC3) que indican las
iniciales de la especie estudiada, general-
mente menos evolucionada. A todo esto
mencionaremos que C3 y C4 son homdlogos
estructurales y que es indudable que tendrian
una proteina antecesora en comun. De ésta
podria ser descendiente una version algo
cambiada de la proteina que se encuentra en
los cordados no-vertebrados actuales.

Una forma mas ldgica es la utilizada por
Dodds y Matsushita (2007) al designar a la
proteina recientemente encontrada con los
nombres que refieren al grupo de proteinas
modernas que la englobarian como familia.
Para el caso estos autores denominan a la
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novel proteina encontrada como C4/C3.
Creemos que en el caso que se mencione
una proteina homoéloga que supuestamente
dio origen a las diversas lineas filéticas, se
la podria designar provisoriamente como un
proto-componente, para el caso denominar-
la proto-C3.

PROTEINAS DEL COMPLEMENTO

La evidencia indica que la inmunidad
adaptativa se establecio en una etapa tempra-
na en los vertebrados mandibulados y se ha
propuesto que dos etapas de tetraploidizacién
han jugado un papel decisivo en este proceso
de evolucion de los vertebrados. Se ha com-
probado que entre los componentes de la via
clasica se encuentra una correspondencia uno
auno con los componentes de la via alterna 'y
de las lectinas. De hecho, se ve que Clq tiene
el homologo MBL; Clry Cls tiene a MASP-1y
MASP-2; C2 tiene al factor B; C4 tiene a C3
(Dodds y Matsushita, 2007).

Todo ello indicaria que existieron por lo
menos cuatro proteinas antecesoras una pro-
to-MBL, una proto-MASB una proto-C4 (que
seria una a2-macroglobulina) y una proto-C2.
En lo que respecta a su funcion en los Sistemas
del Complemento modernos, las primeras pro-
teinas en actuar son las que llevan a cabo la
deteccion de la célula extrana, para el caso
las MBL, las ficolinas, C3y Clq.

C3 y proteinas relacionadas.— C3 es el com-
ponente mas importante del Sistema de
Complemento en los mamiferos porque juega
un papel central en la activacién y es comtn
a las tres vias del Sistema. Se ha descrito la
existencia de varios casos de expresion de
genes que codifican proteinas significativa-
mente similares a las de la superfamilia de
C4/C3/a2M. Una de las caracteristicas de
estas proteinas consiste en que poseen domi-
nios con un grupo tioéster reactivo que en
circunstancias definidas puede unirse cova-
lentemente a otras proteinas. Estos genes son
transcriptos en baja proporciéon durante to-
das las etapas del desarrollo y se expresan
marcadamente ante la entrada de un pato-
geno (Lagueux et al., 2000).
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El Sistema de Complemento con una fun-
cion litica y de opsonizacion se creia propio
de vertebrados, pero recientemente se descu-
brié en equinodermos y tunicados un C4/C3
con actividad opsonizante y potencial activi-
dad de convertasa de C3. De esta manera, se
ha sugerido que el desarrollo del Comple-
mento con funcion efectora opsonizante es
mas temprano en los deuterostomados (Zhu
et al., 2005). Estos elementos juegan un rol
importante en el desarrollo de la inmunidad
innata. Un gen similar al de la 42-M ha sido
encontrado en los protostomados.

En el caso de los mamiferos, y segura-
mente en todos los vertebrados, C3 es homo-
logo a C4 y C5, y estas tres moléculas estan
relacionadas (no en forma cercana) con un
inhibidor de las proteasas del suero, la a2-
macroglobulina (42M) del cual se cree que
derivan (Sottrup-Jensen et al., 1985). Cabe
mencionar que se ha descripto un nuevo
miembro de esta familia, una proteina de
membrana GPI de anclaje de células sangui-
neas denominada CD109 (Lin et al., 2002).

En las lampreas se ha identificado sola-
mente un gen que pertenece estructuralmente
al grupo C3/C4/C5. Este nuevo gen es distin-
guible del gen de la 42-M. La estructura C3a
se encuentra en las lampreas, pero no en
urocordados, ni erizos de mar. Su presencia
en cefalocordados (Zhang et al., 2009) indi-
ca que la definicion del linaje de C3 es un
problema abierto.

Hay un antecesor comun de C4/C3 (un
proto C4) y de B (proto-C2), del cual son
descendientes los que estan presentes en as-
cidias y erizo de mar.

En el equinodermo Apostichopus japoni-
cus se han analizado dos isoformas del C3,
denominadas AjC3-2, y AjC3-3, cuya expre-
sién varia durante el desarrollo y que au-
menta su expresion cuando el animal es esti-
mulado con lipopolisacaridos bacteriano
(Zhou et al., 2011), lo cual probaria su
compromiso con los mecanismos de defensa.

En el quelicerado Lymulus polyphemus se
encontraron componentes homologos a los
del Sistema de Complemento de vertebrados
(Tagawa et al., 2012) lo que agrega un pa-
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norama interesante en el estudio del origen
de este Sistema.

En el genoma de las garrapatas se han
encontrado varios genes que codificarian
para proteinas que contienen el grupo reac-
tivo tioéster, y que integran la familia a2M.
Entre ellas, se encuentra una proto-C3, una
proto-a2M, y otras proteinas tioéster porta-
doras. La proto-C3 tiene capacidad de facili-
tar la fagocitosis sobre las bacterias (Bureso-
vaet al., 2011).

Suzuki et al. (2002) analizaron la filoge-
nia de C3 teniendo en cuenta a las proteinas
que presentan un grupo tioésterreactivo. De
sus estudios, se desprende que los genes co-
rrespondientes se han duplicado en la pri-
mera etapa de la evolucion de los metazoos,
antes de la divergencia de protostomados y
deuterostomados. Como en general se en-
cuentra solamente una dotacién de genes, se
deduce que una rama principal de C3/C4/
C5 se ha perdido en el ancestro comun
protostomado. En la rama C3/C4/C5, la se-
cuencia en anfioxos (Suzuki et al., 2002;
Zhang et al., 2003; Wang et al., 2008; Liang
et al., 2009; ), ascidias (Ji et al., 1997; No-
naka et al., 1999), y erizos de mar (Al-Sha-
rif et al., 1998; Smith et al., 2001; Smith,
2002; Clow et al., 2004; Multerer y Smith
2004) ha divergido antes de la duplicacién
de C3-C5 que se habrian desarrollado en los
deuterostomados. Ello indicaria que estas
duplicaciones de genes se produjeron en el
linaje de los vertebrados después de la diver-
gencia de cefalocordados y urocordados.

Existe una vasta literatura sobre el tema
de funciones y proteinas similares a C3 pre-
sentes en animales no mamiferos. Parte de
ésta ha sido compilada por Dodds y Matsus-
hita (2007), cuyo trabajo se resume a conti-
nuacién.

Los Celenterados poseen en el genoma
secuencias C3/C4-simil y C2/fB-simil. Es lo
mas antiguo que se ha encontrado sobre pro-
teinas proto-complementarias.

El coral Swiftia excerta posee una protei-
na que es mas parecida a los componentes
C3/C4 del Complemento de vertebrados que
a la a2-macroglobulina (Dodds y Matsushi-
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ta, 2007), lo cual indica que si los corales
tuvieran Sistema del Complemento, el origen
de este Sistema se encontraria practicamente
al inicio de la aparicion de los organismos
multicelulares.

En los equinodermos, en los cuales la es-
pecie mas estudiada es el erizo de mar, se
ha comprobado que tienen proto-C3, un pro-
to-C2, un proto-Clq, y una lectina, a partir
de lo cual se deduce que tendria un sistema
de defensa opsonico.

Sobre las Ascidias, se ha propuesto que
tienen un Sistema de Complemento tipo via
lectina, que es opsonico, basado en la depo-
sicion de proto-C3 sobre el organismo extra-
fio, que es fagocitado por los hemocitos. Tie-
nen dos tipos de moléculas de reconocimien-
to, una tipo lectina y otra tipo ficolinas. Es-
tas unen a MASP, lo cual activa a C3/C4.
También tienen un sistema de amplificacion
C2/fB. La C3/C4 es opsonica y es reconoci-
da por una proteina de membrana de los
hemocitos similar a las integrinas.

En anfioxos se ha comprobado que po-
seen dos MASP muy similares a las MASP de
los mamiferos. Asimismo tienen moléculas
tipo C3/C4 y una proteina similar a las del
MAC de los vertebrados, un proto-Cé. Este
hallazgo lleva a pensar que la proteina ini-
cial, original del MAC, debia haberse pareci-
do a C6. En esta especie existe un mecanis-
mo con todas las caracteristicas de la via de
las lectinas de los vertebrados pero que se
basa exclusivamente en las ficolinas (Huang
et al., 2011). Este mecanismo es claramente
fagocitico y activaria en el ultimo paso a
una proto-C3.

Los peces agnatos no tienen un sistema
inmune basado en las inmunoglobulinas. Los
agnatos divergieron del resto de los vertebra-
dos antes que se produjera la duplicacion
gendmica que abarcé a la linea C3, C4 y C5.
Tienen C3/C4, C2/fB, MASE C4 binding pro-
tein control protein, Clg-like, y MBL-like
lectinas. Asimismo tienen MBL y Clq-like y
una via de lectinas. La via clasica de recono-
cimiento de inmunoglobulinas puede haber
evolucionado a partir de estas proteinas. Por
otra parte, también poseen un mecanismo
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litico que no estaria relacionado con el Siste-
ma de Complemento.

Serin-proteasas.— Estas enzimas proteoliti-
cas son responsables de la activacion, en
cada uno de los pasos, del Sistema de Com-
plemento. Podemos destacar MASP-1, MASP-
2, y MASP-3. También es pertinente mencio-
nar las sMAPs encontradas en carpas que se
producen por un corte-empalme alternativo.
MASP -2 y MASP-3 comparten con Clr y
Cls, al menos 3 dominios de serin proteasas.
La mayoria de estas enzimas de los mamife-
ros, excepto el factor D, muestran caracte-
risticas estructurales similares (Volanakis y
Arlaud, 1998). Ademas del dominio cataliti-
co serin proteasa en su extremo C-terminal,
estas proteasas tienen varios dominios. Tales
son el dominio clase A del receptor de LDL
(LDLRA), las secuencias consenso repetidas
(SCR), C1, uEGE la proteina morfogenética
osea (CUB), EGE factor I, las proteinas del
complejo de ataque de membrana (FIMAC), y
receptor rico en cisteina (SRCR). Todos estos
dominios estan presentes en los genomas de
Caenorhabditis elegans y Drosophila mela-
nogaster (Venter et al., 2001).

El factor B (o simil B) es muy importante
porque actua sobre C3. La presencia del fac-
tor B da indicios de la existencia de la via
Alterna. Se estudio en lampreas y se observd
que tiene la misma estructura que Bf y C2 de
vertebrados mandibulados. Habria un ances-
tro comun a los factores B y C2 de los verte-
brados superiores.

La especializacién estructural del domi-
nio serin-proteasa de B/C2 parece haber ocu-
rrido en el linaje de los vertebrados mandi-
bulados después de la divergencia de agna-
tos, pero antes de la divergencia de los con-
drictios (Terado et al., 2001). Las conse-
cuencias funcionales de este cambio estructu-
ral atn no fueron aclaradas en su totalidad.
Sin embargo, es interesante notar el hecho
que esta variacién se habria producido simul-
taneamente con la aparicién del sistema in-
mune adaptativo. Recientemente, utilizando
analisis genomico en diferentes animales se
revel que proteinas similares a B, MASP y
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C3 se habrian originado en un ancestro co-
mun de eumetazoarios, hace 600 millones de
anos (Kimura et al., 2009)

COMPONENTES LIiTICOS

Los componentes terminales del Sistema
de Complemento tienen la finalidad de crear
poros en la membrana de los organismos
invasores, lo que lleva a la lisis celular. Este
conjunto molecular es llamado complejo de
ataque de membrana (MAC). Los componen-
tes que intervienen en la formacion de MAC
son C5, C6, C7, C8 y C9. Entre ellos, C6, C7,
C8 y C9 comparten una estructura caracte-
ristica, que también se encuentra en la perfo-
rina, proteina utilizada por el sistema inmu-
ne en la toxicidad mediada por células
(Shinkai et al., 1988).

La perforina merece un apartado espe-
cial, mediadora de la funcién de lisis celular,
que es monomérica cuando se encuentra en
solucién y se oligomeriza cuando se inserta
en la membrana para formar los poros. Esta
proteina es producida por los linfocitos NK y
linfocitos-T. Posee ciertas similitudes con las
proteinas que forman el Complemento y per-
tenece, junto a las serin-proteasas pre-apop-
toticas, y granzimas, al grupo de moléculas
encargadas de la regulacion del sistema in-
munitario (Urrea Moreno et al., 2008).

Todas las moléculas clave que participan
en la citotoxicidad inmunoldgica parecen
haberse originado a partir de una molécula
ancestral comtin que contiene el dominio
MAC/perforina. Hasta hace poco, estas molé-
culas se habian identificado sdlo en especies
de mamiferos. Las excepciones fueron el MAC
y elcDNA de C8 y C9 que se encontraron en los
peces 6seos. Ello dejaba el origen evolutivo
de las moléculas inmunoldgicas citotoxicas
sin resolver. Los recientes avances en genomi-
ca arrojaron algo de luz sobre la evolucion de
estas moléculas que contienen el dominio
MAC/perforina. No hay ningiin dominio
MAC/perforina en el genoma de Drosophila
pero si se la describié en moluscos marinos
(Mah et al, 2004). A juzgar desde el punto de
vista funcional, la reaccion inmunoldgica ci-
totéxica se remonta a los tiburones.
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El Sistema de Complemento en lamprea
trabaja como un sistema de opsonizacién sin
funcién citolitica. Se ha informado sobre el
hallazgo de una molécula similar a C6 en
anfioxos que funciona como un factor citoli-
tico (Liang et al., 2009). Es también sor-
prendente que se hayan identificado mas de
10 genes con el dominio MAC/perforina en
la secuencia del genoma de una ascidia,
Ciona intestinalis. El analisis de la filogenia
indica que la expansién de MAC/perforina se
produjo de forma independiente en las asci-
dias y los vertebrados.

Si bien las lampreas constituyen los pri-
meros vertebrados y poseen varios de los
componentes del Complemento, con algunas
caracteristicas que remiten al origen de la
respuesta inmune adaptativa, existe informa-
cién para sostener que los origenes estructu-
rales de la inmunidad adaptativa se llevaron
a cabo en los cefalocordados (Zhang et al.,
2009). Estos autores observan que los repre-
sentantes actuales de este grupo, los anfioxos
(Branchiostoma belcheri y B. floridae) po-
seen los genes necesarios para soportar una
respuesta inmune adpatativa, incluido un
proto-Complejo Mayor de Histocompatibili-
dad. Asimismo poseen las vias alternativa y
de las lectinas de activacién del Complemen-
to. En Fig. 4, se enumeran los genes de los
principales Phyla animales, vinculados a los
procesos en que interviene el Complemento.

EVOLUCION DE
ORGANOS LINFOIDES

La existencia de linfocitos T y B en los
animales vertebrados esta asociada a la pre-
sencia de érganos linfoides dedicados a la
produccién o diferenciacién de estas células.
Al respecto cabe mencionar que se han en-
contrado agregados linfoides asociados al
intestino en todos los animales vertebrados.

El timo es un 6rgano que se encuentra a
partir de los tiburones, y se mantiene en toda
la filogenia de los vertebrados como 6rgano
linfoide primario de linfocitos T. Con el bazo
ocurre algo similar dado que se encuentra en
todos los animales vertebrados excepto en
los agnatos.
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Se ha observado que se necesita una co-  dio terrestre. De esta forma observamos que
rrecta estructura esquelética para el desarro-  los peces no tienen médula ésea, pero que
llo de la médula ésea. Esta no aparecié has-  en los anfibios existe contenido de tejido lin-
ta que los vertebrados se adaptaron al me-  foide en sus huesos, siendo la médula ya to-
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Mamiferos Cls
Aves c2
Reptiles c3
Anfibios Bf
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Figura 4. Componentes del Sistema de Complemento a lo largo de la evolucién. En el recua-
dro de la derecha se muestran los componentes de Complemento que se encuentran en cada
grupo zoolégico. Figura inspirada en Nonaka y Yoshizaki (2004) y en Fujita et al. (2004).
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talmente funcional en anfibios anuros, repti-
les, aves y mamiferos.

El rifdén (porcién del rifidén anterior) se
comporta como érgano linfoide primario en
peces y en algunos anfibios.

Entre las estructuras linfoides mas orga-
nizadas tenemos a los ganglios linfaticos,
que estan constituidos por foliculos prima-
rios de células B, rodeadas de linfocitos T.
Estos ganglios aparecen ya bien definidos a
partir de los anfibios anuros, y se encuen-
tran en el resto de animales vertebrados,
aunque con ciertas diferencias entre ellos.

Cabe hacer una referencia a las inmuno-
globulinas (Igs), moléculas especializadas
en unirse a componentes que el organismo
reconoce como no-propios, facilitando su
destrucciéon mediante lisis o fagocitosis. Los
anticuerpos, proteinas pertenecientes por sus
dominios a la superfamilia de las inmuno-
globulinas, constituyen la forma funcional y
estructuralmente mas perfeccionada de las
moléculas asociadas a la inmunidad. Se dis-
tinguen porque son muy especificas frente a
patogenos. Teniendo en cuenta el numero y
tipo de inmunoglobulinas se observa que
hay una evolucion hacia una mayor variedad
y complejidad de los anticuerpos, siendo los
mamiferos los que mayor diversidad poseen.

Los peces agnatos no presentan anticuer-
pos tetracatenarios como los descritos en el
resto de vertebrados, sino que sintetizan
grandes proteinas multiméricas que funcio-
nan como cadenas pesadas tipo M sin puen-
tes disulfuro, y carecen de cadena ligera.

El resto de vertebrados presentan inmuno-
globulina M, siendo en muchos casos la tini-
ca inmunoglobulina que producen. La inmu-
noglobulina Y, que aparece en peces pulmo-
nados y se mantiene en anfibios, reptiles y
aves, se considera precursora de las IgE e
IgG de los mamiferos por compartir algunas
de sus funciones como su participacion en
infecciones parasitarias y en la memoria
antigénica, respectivamente. Una IgA simil
es producida en las aves. En los mamiferos
la IgA es una inmunoglobulina monomérica
en la sangre, pero en las secreciones es di-
mérica, como se la encuentra en la leche y
el tracto entérico. La mayor diversidad pare-
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ce hallarse en mamiferos, donde surgieron
otras clases como la IgG, la IgE y la IgD.

OTRAS ENZIMAS DE LOS
MECANISMOS DE DEFENSA

Ademas de las que forman parte de me-
canismos definidos y complejos existen varias
enzimas que cumplen con funciones antibac-
terianas en los seres vivos. Entre ellas, se
destacan dos que han sido muy estudiadas en
los mamiferos: la lisozima y la lactoperoxi-
dasa. La lisozima se encuentra en practica-
mente todos los seres vivos, virus, hongos,
plantas y animales y la lactoperoxidasa si
bien parece estar restringida a los mamife-
ros, forma parte conjuntamente con otras
enzimas de una de las familias de peroxida-
sas, a la cual se le atribuye actividad anti-
bacteriana. Cabe sefialar que, en general,
estas enzimas no forman parte ni se activan
conjuntamente con otros sistemas de la de-
fensa inmune innata.

Lisozima.— La lisozima, también conocida
como hidrolasa del acido N-acetilmuramico,
es una enzima que hidroliza la unién a 1-4
entre los enlaces del acido N-acetil-murami-
co (NAM) y N-acetil glucosamina (NAG) que
forman parte de la pared celular bacteriana.
Es una enzima muy ubicua, muy antigua y
constituye la mas difundida forma de defen-
sa inespecifica de los animales (Lesnierows-
ki y Kijowski, 2007).

Entre éstos se han identificado tres gran-
des tipos de lisozima, designados como C
(chicken), G (goose) y el I (o i) (invertebra-
dos), las cuales difieren en secuencias de
aminoacidos y propiedades enzimaticas (Ca-
llewaert y Michiels 2010). Segun el trabajo
de Chapelle et al. (2009) se identificaron 5
genes en Spodoptera frugiperda que codifi-
can proteinas de la familia de la lisozima
tipo C, y corresponden a 3 proteinas de esta
familia y a 2 proteinas similares a lisozima
con actividad antibacteriana. Esto demuestra
la capacidad de multiplicarse que tienen al-
gunos genes en especies particulares. Tam-
bién en Bombyx mori y Antheraea mylitta se
describieron tres proteinas similares a la li-
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sozima pero con una actividad de murami-
dasa diferente de la clasica lisozima (Gand-
he et al., 2007).

La lisozima tipo i se encuentra distribui-
da en poriferos, equinodermos, algunos ar-
trépodos, nematodos, anélidos y algunos
moluscos. Por ejemplo, en los bivalvos se
informo que su lisozima es del tipo i. Por
otro lado, la lisozima tipo C se encuentra en
cefalocordados, vertebrados, y artrépodos no
crustaceos. La tipo G se encuentra en corda-
dos no vertebrados, vertebrados y moluscos
(Bachali et al., 2002). Drosophila melano-
gaster se destaca como uno de los pocos re-
gistros donde se encontraron tanto lisozima
C como i. Todo indicaria que estas dos liso-
zimas estuvieron presente en un ancestro co-
mun de bilateria hace 600 millones de afios.

Cabe mencionar el caso de la a-lactalbu-
mina, proteina que se encuentra en los ma-
miferos y que tiene la funcién de actuar
como proteina especificadora en la sintesis
de la lactosa por parte de la glandula ma-
maria. La lisozima C y la a-lactalbumina
tienen una similitud de —40 % en sus se-
cuencias de aminoacidos, una organizacion
intrén-exon similar, y estructuras secundaria
y terciaria semejantes (Philip, 1966). La a-
lactalbumina no posee actividad litica. La
divergencia entre las dos proteinas ocurrio
durante la aparicion de los mamiferos. En el
equidna (Tachyglossus aculeatus), se ha des-
crito una molécula con actividad de lisozi-
ma y a-lactalbumina (Hopper y McKenzie,
1974).

Es interesante el hecho que no se haya
demostrado que la lisozima forme parte de
mecanismos de expresion fisioldgicos que se
co-activan con otros mecanismos de defensa,
ya sean especificos o inespecificos. De hecho
una de las razones parece basarse en la cir-
cunstancia que las mediciones de la activi-
dad de esta enzima, basadas en los métodos
turbidimétricos, no estan adecuadamente
formalizados de manera que los resultados
sean comparables. En nuestro laboratorio
hemos desarrollado y modificado métodos
para determinar la actividad de la lisozima
contra Micrococcus luteus a los efectos de
hacer reproducibles y comparables los resul-
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tados. Se midieron las actividades en varias
especies de mamiferos, reptiles, e insectos
(Castro et al., 2009; Medina Pereyra et al.,
2012). A partir de ellos hemos logrado hacer
comparable la actividad de esta enzima en
distintos organismos pertenecientes a taxo-
nes no relacionados.

CONCLUSIONES

Desde los primeros metazoos, que resul-
taron exitosos a punto de dejar descendientes
evolutivamente eficientes, se generaron pro-
teinas que tenian funciones de defensa. Entre
sus caracteristicas se encontraba, necesaria-
mente, la capacidad de unirse a microorga-
nismos potencialmente dafiinos afectando su
viabilidad. Al mismo tiempo se formaron
células capaces de unir a sus membranas
estos microorganismos, de ingerirlos y des-
truirlos. Por un proceso de seleccidn, se per-
feccionaron estos mecanismos originando
moléculas y células con mecanismos de re-
conocimiento mas especificos. El camino
que llevo a la generacién de un sistema que
destruya la célula extrafia mediante lisis ne-
cesitd mas de media docena de proteinas
funcionalmente asociadas para cumplir los
objetivos parciales sucesivos necesarios. En
los primeros organismos el proceso se limitd
a la fagocitosis de material extrafio. Un
paso adelante fue la aparicion del proceso
litico, que se efectivizo en la via de las lecti-
nas. El paso mas avanzado lo constituy? la
deteccion de los organismos invasores me-
diante anticuerpos, y su destruccion median-
te la via clasica.

No es facil elaborar una opinion sintéti-
ca sobre los cambios acaecidos por un siste-
ma tan complejo como el Complemento.
Ello es debido a varios motivos: a) sus ca-
racteristicas solamente se pueden apreciar a
partir de una informacién muy restringida,
dado el escaso numero de especies represen-
tativas estudiadas; b) es muy probable que
todavia no haya suficiente informacién sobre
la diversidad de tipos de mecanismos de de-
fensa existente en los animales; ¢) existe la
posibilidad cierta que la informacién busca-
da, quizas represente solamente una fraccion
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de la informacion importante y verdadera,
cuya naturaleza solamente podemos imagi-
nar. Este punto se debe aclarar. La mayoria
de las investigaciones sobre el Complemento
se efectiia indagando sobre estructuras y fun-
ciones que corresponden al campo propio de
los mamiferos. Esta actitud de busqueda, si
bien es pertinente, no podemos asegurar que
sea completa. El hecho de llegar a conocer
(en otros taxones) todo lo relacionado con el
modelo actual del Complemento en los ma-
miferos, no garantiza tampoco que estemos
apreciando el panorama completo de lo que
ocurre en el resto de las especies, y menos
que alcancemos un conocimiento completo
del devenir de la historia evolutiva del Siste-
ma del Complemento.

Para avalar lo anterior podemos mencio-
nar un ejemplo: el caso del RNA interferente
en los insectos. Hasta hace una década las
explicaciones sobre los mecanismos de de-
fensa antivirales de los insectos incluian lo
relacionado con la fagocitosis, las enzimas
citoliticas, los péptidos antimicrobianos,
etc. Ellos no explicaban completamente la
defensa anti-virésica. Con el advenimiento
de los conocimientos del mecanismo del
RNA interferente hace algo mas de una déca-
da, se amplié notablemente, aunque no com-
pletamente, la comprensién de la defensa
antiviral en los insectos. El novel mecanismo
constituia una forma absolutamente novedo-
sa de defensa. De la misma manera seria
sorprendente, pero claramente posible, que
en algunos taxones animales no vinculados
a los mamiferos hubiérase producido la ge-
neracion de nuevos procesos antimicrobianos
a partir de sistemas no directamente com-
prometidos en los mecanismos de defensa,
los cuales todavia no han sido estudiados.
Relacionado con esto se debe mencionar que
existe escasa informacién sobre los mecanis-
mos de defensa en los invertebrados. De he-
cho, sobre grupos muy importantes, como el
caso de los moluscos, existe solamente una
reducida informacién.

Seguramente en los préximos afios el co-
nocimiento sobre el tema crecera lo suficien-
te para completar el cuadro existente.
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