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I INTRODUCCION

La especificidad es una caracteristica importante -
de ciertos productos biolbdgicos tales como enzimas, toxinas,-
anticuerpos, antibidticos, receptores de superficie, etc. ILa
especificidad se refiere a la capacidad de estas molé&culas pa
ra interaccionar con un nfimero reducido de estructuras quimi-
cas y ho con cualquiera aunque existan similitudes estructura

les (1).

Por lo gque respecta a los anticuerpos, es un hecho-
bien establecido gue un suero inmune producido en un animal -
contra un antfgeno de estructura quimica definida, reacciona-
especialmente bien con el antigeno empleado en la inmuniza- -
cidn, y raramente lo hace con antigenos diferentes. Cuando -

- se presentan reacciones cruzadas, &stas son en general mis d&
biles y ocurren Con grupos parecidos estructuralmente al anti

~geno original.

Las causas quimicas de la especificidad de un suero
inmune por el antigeno fueron claramente establecidas por Land
stainer (2). Dado el alto grado de especificidad que muestra
un sueroc inmune, generalmente se ha supuesto gue los anticuer
pos constituyentes de ese suero inmune poseen el mismo grado-
de especificidad; es decir, que cada uno de estos anticuerpos,

considerado individualmente, es igualmente capaz de reaccionarex
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clusivamente con el antigeno gue indujo su formacidn.

El grado de especificidad de un conjunto de molécu--
las de anticuerpos idénticas fué muy Aificil de evaluar, debi-
do principalmente a que la poblacifin de anticuerpos gue consti
tuyen un suero inmune es heterogénea. Es decir, un suero inmu
ne contiene una mezcla de inmunoglobulinas diferentes, todas -
ellas capaces de reaccionar con el antigeno aungue con distin-
tas afinidades.* Cuando se estudiaron las proteinas de mielo-
mas se encontrd que estructural y funqionalmente eran indistin

~guibles de los anticuerpos producidos por inmunizacién (3,4).-
Fué entonces que pudo contarse con cantidades adecuadas de an-
ticuerpos homogéneos para investigar suvgradq de especificidad.
Estudios diversos usando diferentes métodos para detectar acti
vidad de anticuerpos contra algunos antigenos, mostraron que -
entre el 1 v el 10% de proteinas de mielomas—-tanto murinos (3,
5) como humanos (6,7)— reaccionan con DNP**, con derivados de-
purinas y pirimidinas (8), con ANS** (9), etc.

% La afinidad es una medida de la fuerza de unidn entre el antigeno y el~-
anticuerpo. La constante de afinidad de un anticuerpo corresponde a la

constante termodindmica de la reaccidn de fijacidn entre un ligando (H)
un anticuerpo (Ac) en equilibrio:

Y po (Ac) 4 H 4+ Ac = HAc (RAc)

Para este caso sencillo, la constante de afinidad es: K ='?E$—TKET

en donde los paréntesis indican concentraciones molares de las especies

involucradas.

Para un tratamiento formal sobre la afinidad en la reaccidn antIgeno-an

ticuerpo véanse las referencias 34-37.

#% DNP es 2,4~dinitrofenol ANS es 1,8-anilino-naftalénsulfonato.
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Las altas frecuencias con que se encontraron cier-
tas especificidades en proteinas de mielomas pueden ser expli
cadas por alguna de las siguientes hipbtesis:

a) La observacidn repetida de ciertas especificidades es una-
consecuencia directa del cambio tumoral; ya sea porque al-—
gunas familias o clonas de cé&lulas plasmiticas son mis sus
ceptibles de transformarse en neoplisicas, o bien porgque -
aungue cualquier clona puede sufrir la transformacifn, es-
te cambio la induce a sintetizar inmunoglobulinas con cier
tas caracteristicas estructurales gque le permiten fijar --
ciertos ligandos.

b) El cambio tumoral ocurre al azar y las c&lulas que se - —-
transforman en neoplé&sicas producen l; misma inmunoglobuli
na gue produciria esa clona en condiciones normales. En -
este caso la frecuencia con que se presente una determina-
da especificidad en un conjunto de inmunoglobulinas dife--
rentes, serd el reflejo de la frecuencia o pdrcentaje con-
que esa especificidad estd representada en el repertorio -
total de anticuerpos de esa especie (4). Esto implicaria-
que entre el 1 y el 10% de todas las clonas de células - -
pasmdticas producen anticuerpos'anti-DNP, el mismo porcen-

taje producen anticuerpos anti-aANS, etc.

La primera de estas hip6tesis es muy dificil deeva
luar experimentalmente de una manera directa, aunque existen-

algunas evidencias indirectas gue la hacen aparecer como poco
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probable (3,4,6,10). Una de ellas es el hecho de que las pro
teinas de mielomés son estructuralmente iguales a las inmuno-
globulinas normales, y no parecen poseer ninguna caracterfsti
ca estructural gue sea comfin a proteinas de mielomas y que --
pudiera ser consecuencia del cambio tumoral. Un argumento en
contra de gque existan clonas que sean mids suceptibles de trans
formarse en neoplisicas es el gue se han encontrado proteinas
de mielomas pertenecientes a todas las clases y subclases de-
inmunoglobulinas. Adem&s, aunque cierto nGmero de proteinas-
de mielomas reaccionan con un mismo ligando, lo hacen con cons
tantes de afinidad diferentes. Esto indica que los sitios ac
tivos de cada protefina son diferentes y, por lo tanto, que ca
da una de ellas proviene de una clona de c&lulas plasmiticas-

diferente.

Por el otro lado, la hipbtesis alterna (inciso b),-
plantea un problema en lo que respecta a la capacidad de un -
‘animal para producir anticuerpos contra un nimexo ilimitado -
de antigenos. B5i.el 1% de las c€lulas plasmiticas de un ani-
'mal sintetizan anticuerpos contra un hapteno simple como el —
DNP o el ANS, entonces el animal solamente tendria capacidad-
de producir anticuerpos contra un nGmero reducido de determi-
nantes antigénicos. En este caso, para explicar la capacidad
de un animal para producir anticuerpos contra un ntmero muy -
grande de antigenos, se tiene gue postular que los anticuer--

pos son multiegspecificos: es decir, son capaces de reaccionar
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con muchos determinantes antigénicos diferentes.

Desde 1959, Talmage (11) habia propuesto gue la ca

pacidad de un animal para desarrollar una respuesta inmune --

adecuada contra un nfimero ilimitado de determinantes antigéni

cos distintos, y la alta especificidad de un suero inmune, Po

dian explicarse mejor si se considera a los anticuerpos como-

multiespecificos. ILas ideas principales en que basa su hipé-

tesis son las siguientes:

a)

b)

c)

Para que un anticuerpo .reaccione con un antigeno no es ne
cesario que sus estructuras sean perfectamente complementa
rias. Basta con gue se establezcan simulti&neamente un nG-

mero suficiente de interacciones débiles (fuerzas de Vander

_Waals, interacciones hidrofébicas, fuerzas de atraccién --

electrostdticas, etc.) tales que la energifia libre del sis-
tema disminuya. El grado en que la unidn del antigeno con
el anticuerpo disminuye la energia libre del sistema esté-
reflejado en la constante de afinidad de la reaccidn.

Una variedad de determinantes antigénicos diferentes deben
poder combinarse con una misma molécula de anticuerpo. Ca
da determinante antigénico establecer§ interacciones con -
un subconjunto especifico de los grupos guimicos de la su-
perficie del sitio activo. ‘

La especificidad de un suero inmune constituido por muchas
especies de anticuerpos diferentes serf mayor que la de ca

da especie individual, porgue aungue algunas especies reaccio-
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nen con otro antigeno su concentracifn muy probablemente -~
estard por debajo del umbral de deteccifn. En otras pala-
bras, la probabilidad de gue un nfimero suficiente de espe-
cies de anticuerpos compartan dos especificidades es muy -
pequeno. Es asi como la heterpgeneidad'de un suero inmune

aumenta su especificidad (Figura 1.)

Inman (12), basado en la hipdtesis de multiespeci-
ficidad de Talmage, ha desarrollado un modelo probabilistico-
con el cual describe la distribucidn de frecuencias con que -
se presentarian reacciones con cierta constante de afinidad -
eﬁtre un hapteno elegido al azar y un nlmero grande de espe--
cies de anticuerpos diferentes. Con su modelo -demuestra tam
bién como anticuerpos multiespecificos pueden constituir un -

suero inmune que tenga una especificidad muy alta.

El objetivo de este trabajo es estimar la frecuen-
cia de actividad anti-DNP en sueros humanos normaies con el -
fin de distinguir entre las dos hipdtesis al respecto de las-
altas frecuencias de reacciones anti-hapteno observadas con -
proteinas de mielomas. La observacifn de porcentajes altos -
de sueros con actividad anti-DNP nos indicaria que la capaci-
dad de fijar DNP es comfin a muchas de las diferentes especies
de anticuerpos. Esto apoyaria la hipStesis de gue el cambio tumoral

no es selectivo para ciertas clonas de célillas plasmiticas sino que ocu—
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Figura 1l.- Especificidad de un suero inmune con distintos grados de hetero-
geneidad.

Sean 1,2,3,4,5 y 6, moléculas distintas de anticuerpos multiespecificos. To
das ellas reaccionan con el antigeno A, pero las especificidades adiciona--
les (B-M) son diferentes para cada una. Si el suero inmune anti-A estd - -
constituido por distintas clases de mol&culas, las reacciones con los gru--
pos B~M implicarén pocas interacciones y serdn imposibles de detectar. A —
medida que la heterogeneidad del antisuero disminuye, el nfimero de interac-
ciones con antigenos distintos de A aumenta. Si el suero inmune es homogé&-
neo reconocerd a los antigenos B y C tanto como a A. Asi, es claro que la-
especificidad aumenta con la heterogeneidad dado que haya un limite de de——
teccibén dependiente del nfimero de interacciones en cada sistema.

Esto es s6lo una representacidn esquemidtica; tanto el nlmero de especies de
anticuerpos que reaccionan con un mismo antfgeno como el nfimero de determi-
nantes antigénicos diferentes con gue una especie de anticuerpos puede reac
cionar, se cree que son mucho mayores (13, 30).
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rre al azar y, por ende, apoya la hipStesis de multiespecifi-
cidad de los anticuerpos. En céso contrario, la ausencia de-
actividad anti-DNP en sueros normales indicaria gue la capaci
dad de fijar DNP no es muy comfin entre las distintas molécu--
las de anticuerpos gue la especie sintetiza. En este caso la
alta frecuencia con gque las proteinas de mielomas fijan DNP -
se deberfa a que ciertas clonas de células son mis suscepti--
bles de transformarse en neoplisicas, o bien a que la trans--
formacién neoplisica de alguna manera promueve la sintesis de

cierto tipo especial de inmunoglobulinas.
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Ir MATERIALES Y METODOS

A.- DISENO EXPERIMENTAL

El modelo de Inman (12) describe las frecuencias con
que se presentarian reacciones de cierta constante de afini
dad entre un hapteno cualguiera y un nﬁmero'grande de inmun
noglobulinas individuales gue sea representativo del reper
torio total de inmunoglobulinas. Practicamente, es imposi
ble obtener cantidades suficientes de inmunoglobulinas ho-
mogéneas a partir de sueros de individuos sanos. Por otro
lado, si se emplearan inmunoglobulinas homogéneas obteni--
das de mielomas, o a partir de cultivos de c&lulas monoclo
nales obtenidas por hibridizacifn, seria cuestionable el -
que la muestra analizada fuera verdaderamente representati
va del repertorip total, ademids del sesgo qgue el cambio tu
moral introducirfa. Por lo tanto, optamos por investigar
la frecuencia de actividad anti-DNP en un conjunto de sue-
ros humanos normales, bajo el supuésto de gue el conjunto-
de inmunoglobulinas que se encuentran en el suero de un in
dividuo en un momento determinado, es un subconjunto repre
sentativo del total de inmunoglobulinas diferentes gue ese

individuo tiene capacidad de sintetizar (13).

Ahora bien, la determinacifn experimental de la cons

tante de afinidad promedio (Ko) con gue reaccioman un hap--
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teno y una muestra de anticuerpos es un procedimiento la-
borioso o requiere del empleo de anticuerpos purificados.

Esto resulta en una imposibilidad préctica para realizar-

.la determinacidn de KXo en una muestra grande de sueros. —

En vista de estas circunstancias, determinamos la Ko por-
medio de la actividad anti-DNP en sueros humanos normales
mediante un ensayo de hemaglutinacidn pasiva que si permi
te analizar un nfimero considerable de sueros. Previamen-
te fué preciso estudiar la correlacibdn entre el titulo de
hemaglutinacidn con la concentracién y Ko de los anticuex’
pos anti-DNP usando poblaciones de anticuerpos anti-~DNP -
con distintas afinidades. Esta correlacidn nos permiti6-
clasificar a los sueros, de acuerdo a su titulo de hema--
glutinacidn, en distintas clases segfin contuvieran o no -
una poblacidn de anticuerpos anti-DNP con una constante -

de afinidad igual o mayor a cierfos valores arbitrarios.-
La proporcidn de sueros de cada clase en el total de sue-
ros se coﬁparé con las predicciones hechas por el modelo-

de Inman.

PURIFICACION DE ANTICUERPOS

1) Obtencidn del suero inmune.
Se us6 un borrego gue habia sido inmunizado previamen-
te con albfimina bovina dinitrofenilada y adyuvante com

pleto de Freund. Se did un estimulo adicional con Sng
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de DNP,3BSA* intramuscular. Una semana despu&s se san
grd por puncidn venosa. La sangre se dej6 coagular y-
se separd el suero.
2) Precipitacidén de Gamma-globulinas

A parﬁir del suero inmune se obtuvo la fraccibén de-
gamma—-globulinas por precipitacidn con sulfato de amo-
nio al 33% de saturacidn (14).

El mé&todo consiste en agregaf al sunero, lentamente-
y con agitacidn, la mitad de su volumen de una solu~ -
cidén saturada de (NH4),S504 (pH 7,4). ZLas gamma-globu-
linas precipitan y se separan por centrifugacidén. El-
precipitado se disuelve en un volumen de solucibn sali
na (NaCl al 0.85%), igual al volumen original de suero
v se repite la precipitacidn dos veces mis. Al final-
se elimina el sulfato de amonio por didlisis exhausti-
va contra PBS (0.15 M NaCl, 0.01 M fosfato de sodio, -
pH 7.4).

3) Purificacibn de anticuerpos anti-DNP

Los anticuerpos anti-DNP se separaron de la frac- -
cién de gamma-globulinas por cromatografia de afinidad
segfin una modificacibén del método de Marck, Parikh y -
Cuatrecasas (15). Se utilizd Sefarosa 4B a la cual se
acopld DNP—lisina>por medio de bromuro de cianfgeno. -
La Sefarosa-DNP-lisina se incubd con un volumen igual-
de la solucidn de gamma—-globulinas, a 25°C y con agita

cidn lenta durante toda una noche. Se filtr6 en un --

* DNP, 3 BSA. Albimina s8rica bovina con 23 residuos dinitrofenil por molé-
cula
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Bucﬂner para recobrar las gamma-—-globulinas inespecifi-
cas, y se lav6é con 3 1lts de PBS para eliminar todas —-
las proteinas no adsorbidas especificamente.

Para obtener poblaciones de anticuerpos anti~DNP -—-
con distintas afinidades, los anticuerpos anti~DNP que
quedaron adsorbidos a la Sefarosa-DNP-lisina, se elu--
yeron con un gradiente discpntinuo de concentraciones-—
crecientes de DNP. Con tal propésitoren cada elucidn-
la Sefarosa-DNP-lisina se secd y se incub& durante 1 -
h ., a temperatura ambiente, con un volumen igual de una
solucidn de DNP, agitando ocasionalmente. Se virtif -
en un Buchner y se recogib el filtrado. Se laud con -
otro volumen de DNP a la misma concentracidn y el fil-
trado se juntd con el primero. El filtrado se concen-
trd por ultrafiltracifn {(Amicon, filtro XM 100) a un -
volumen aproximado de 10 ml y se pasd por una columna-
de Dowex (eluyendo con PBQ) para separar el DNP., Se -
recogieron fracciones de 5 ml y se localizé la protei-
na leyendo la densidad &ptica (Dd) a 280 nm en el es-—
pectrofotbmetro. Se comprobS que no contuvieran DNP -
por la densidad éptica a 363 nm. ILa Sefarosa-DNP-lisi
na se incubd posteriormente .con una solucifn de DNP de
una concentracidn mayor, repitiéndose los mismos pasos.

'De esta manera se separaron siete fracciones de an-
ticuerpos anti-DNP eluidos con concentraciones crecien

- — -1
tes de DNP desde 10  'M hasta 10 M.
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C.— DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE AFINIDAD
1) Fundamento |

A cada una de las siete fracciones de anticuerpos -
obtenidas se le determiné la constante de afinidad pro
medio (Ke) por el m&todo de apagamiento o extincién de
fluorescencia (16), de acuerdo a la té&cnica descrita -~
por Eisen y McGuigan (17).

El mé&todo se basa en que las moléculas de anticuer-
pos presentan fluorescencia (debida principalmente a -
sus residuos de triptofanoc) cuando son irradiadas con-
luz ultravioleta de 295 nm de longitud de onda, emi- -
tiendo luz cuyo m&ximo de intensidad se encuentra en -
345 nm aproximadamente. Cuando el ligando (DNP) se —-
halla unido especificamente a la molé&cula de anticuer-
po, la energia radiante emitida por los residuos de --
triptéfano del (o cercanos al) sitio activo es trans--
ferida intramolecularmente al ligando unido, dada su -
cercanfa y orientacidn espacial. E1 ligando puede li-
berar la energia absorbida de varias maneras ({(vibra- -
cifn, emisidn a longitudes de onda mayores, etc.). El
resultado final de estos procesos es que la fluorescen
cia de los anticuerpos se ve disminufda (apagada) en -
proporci6n directa a la cantidad de ligando que tengan
unido.

Si conocemos el porcentaje de la fluorescencia ini-

cial que se apaga cuando todos los sitios activos es
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t&n saturados (QmaQ  podremos determinar, para cada -
concentracidn de hapteno (Ht), la cantidad (P) gue se-
encuentra unida . a los anticuerpos conociendo el por--
centaje de la fluorescencia inicial apagada (Q). La -
concentracibén de hapteno libre (L) se calcula restando
a la concentracidn de hapteno total la concentracifn -

de hapteno unido (I, = H, - P).

t

De esta manera, conociendo la concentracién de hap-
teno libre (L) y la fraccibn de los sitios activos que
se encuentran ocupados (r = P/SD = Q/Qmax)' podemos —-
calcular para cada punto, los par8metros de la ecua- -

cidén de Sips (17,18):

log T§f = a log K,+ a log L

A partir de la grdfica de Sips, podemos calcular la
constante de afinidad promedio (K,) y el indice de he-
terogeneidad (a) de los anticuérpos.

Procedimiento experimental

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un es
pecfrofotofluorémetro Aminco-Bowman, con monocromado—--—
res para seleccionar las langitudes de onda de la luz-
de gxcitacién y de emisifn y con un dispositivo para -
mantener constante la teﬁperatura de la celda. Las =—-
longitudes de onda de excitacifn y de emisifn usadas -
fueron 295 y 345 nm respectivamente. Todas las medi-—-

o
ciones se hicieron a 25 C.
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Se colocaron en la celda 2 ml de una solucidn de an
ticuerpos de concentracifn conocida  {0.05 mg/ml aproxi
madamente) en PBS y se régistré la Fluorescencia cuan-
do hubo alcanzado un valor estable. ILas muestras solo
fueron expuestas a la luz éxcitadora en €1 momento de-
hacer las lecturas. Progresivamente se fueron adicio-
nando volfimenes pequefios (0.01 ml)ide una solucibn de-
hapteno de concentracifn conocida y en el mismo solven
te. Después de cada adicif6n de hapteno se agité suave
mente y se registrd la fluorescencia antes de hacer la
siguiente adicifén hasta haber agregado un total de 0.1
ml.

El valor de Qmax(apagamiento cuando la totalidad de
los sitios activos estdn ocupados) se determind afia- -
diendo uﬂa solucitn de hapteno lo suficientemente con-
centrada para saturar los sitios activos, midiendo el-
apagamiento y haciendo una correccién por el apagamien
to debido al hapteno libre. Para hacer esta correc- -
cidn, se aflade a una solucibn de inmuhéglobulinas ines
pecificas la misma concentracidn de hapteno, para saber
la cantidad de fluorescencia apagada gue se debe al -«
hapteno en solucidn (ﬁigura 2).

Célculos

A cada valor de fluorescencia se rest6 la fluores--

gencila . de. un blanco de solvente, y se multiplic6 por-

la fraccifn de incremento de volumen (volumen/volumen-
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Figura 2.- Determinacién de Qmax’ Para conocer el porcentaje

de la fluorescencia inicial que puede ser apagada cuando to--
dos los sitios activos estdn ocupados (Qmax) se agrega, tanto
a una solucidn de anticuerpos anti-DNP (A) como a una solu- -
cién de gamma-globulinas normales (B) a la misma concentra- -
cibn (2.5 x 10_7M),-una concentracién de DNP-lisina suficien-
te para saturar todos los sitios activos (7.5 x 10 'M). En B
un cierto porcentaje de fluorescencia es apagada debido a la-
alta concentracidn de hapteno libre (QHL). En A, la fluores-
cencia es apagada tanto por el hapteno libre como por el 1li-—-
gando que se ha unido a los anticuerpos (QHP) cuya eficiencia
de apagamiento es mayor. 8i lOO-QHL es el maximo de fluores-
cencia que podemos tener debido a la alta concentracién de --
hapteno libre, entonces QHP/loo—QHL es la fraccién del total-
de fluorescencia disponible gue es apagada debido a la satura
cibén de los sitios. Ya que las mediciones de fluorescencia y
apagamiento se dan en porcentajes, nos gueda: QHP

Qnax=loo (100—QHL )
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inicial) para corregir el descenso en la fluorescencia de
bido a la dilucidn de la muestra. Se normalizaron los va
lores dando al valor de fluorescencia inicial ya corregi-
do, el wvalor de 100%.

El apagamiento (Q) para cada concentracifn de hapte
no, se determind restando de 100 el valor de fluorescen—-
cia corregido y normalizado. La fraccifn de sitios acti-
vos gue estdn ocupados en cada punto, es igual a la frac-
cién de apagamiento obtenido (r = Q/Qmax= P/SD). La concen
tracidn de ligando unido (P) se calculd multiplicando la-
fraccidn de sitios activos ocupados (r) por la concentra-
cidn total de sitios activos (So), la cual corresponde a-
dos veces la concentracién molar de proteiné. En este ca
so, dado que los anticuerpos fueron Ig G de borrego (PM -
160 000), So se calculd a partir de la concentracibn de -
proteina en mg/ml, dividiendo entre el peso molecular y -
multiplicando por 2.

La concentracidn de hapteno libre (L) se obtuvo res
tando a la concentracidén total ahadida (Ht), la concentra
cibn de hapteno unida a los anticuerpos (P). Por ejemplo,
tengamos el siguiente caso:

F
o

Fluorescencia inicial = 95

FB = Fluorescencia del blanco de solvente = 2
Vol. inicial =2 ml
Concentracidn de anticuerpos=0.04 mg/ml

-5
Adiciones de hapteno 0.01 ml de una solucifn 1 x 10 M
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Qﬁéi= 40 - -
F1 = Fluorescencia luego de la primera adicion de hapteno
= 93

(Fi— FB) x 2.01 = Fig = 91.45
2

(Fo~ Fg) 100% Fiy = 91.45 x 100 = 98.3%
Fic — Fa¥ 93
Q=100 - Fy = 100 - 98.3 = 1.7%
r=_9 =1.7 = .0425
0 40
max
P=r.5 =1 . (0.04 x2) = (.0425) . (5 x 107 ) =
( 160000 )

2.125 x 10 °M

H = (Lx10"° x 0.01) =5 x 10" 'M
2.01

L=5zx%10 ° - 2.125 x 10°° = 2.875 x 10" °M

VEs decir: para este caso, tendriamos 2,875 x 10" M-
de ligando libre (L) y 2.125 x 10 'M de ligando unido a -
anticuerpos (P).

Los resultados obtenidos para cada una de las siete
fracciones de anticuerpos se muestran en la seccifin de re

sultados (Tablas I a VII).

PREPARACION DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS

1) Preparacidn de protefnas dinitrofeniladas.
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La albfimina sérica humana dinitrofenilada (HSAurDNH
se prepard segfin la técnica descrita por Eisen (18). -
La técnica consiste en hacer-reaccionar al &cido 2,4--
dinitrobenzénsulfdénico (DNBS) con la proteina, en un -
medio alcalino. La dinitrofenilacién ocurre casi ex——
clusivamente en los grupos e€-amino de los residuos. de-
lisina de las proteinas. ILa reaccidn incluye la libe-
racién de sulfonato y la sustitucifén por los grupos —-—
amino de la lisina (Figura 3).

El grado de sustitucién (o = nfimero de residuos DNP
por molécula de proteina) depende de las concentracio-
nes relativas del DNBS y la proteina en el medio de --
reaccidén (38). .

Para preparar la alblmina humana dinitrofenilada se
pusieron en un matraz: 1 g de alblmina sérica humana -
(Sigma Chemical Co), 1.5 g de DNBS (Eastman Kodak Co.)
vy se aforé a 100 ml con una solucidn de K,Co; -al 10%.-
El matraz se protegid de la luz y se dejd reaccionar -
durante 24 horas a temperatura ambiente y con agita- -
cibn. A las 24 hrs. se colocd la mezcla de reacciég/—
en una bolsa de didlisis y se dializé exhaustivamente—
contra PBS para eliminar el &cido sulfbnico y el DNBS-
gque no reacciond.

Se comprobd gue.no guedara DNBS en solucién, midien
do la DO a 363 nm del amortiguador de didlisis.

Para estimar el grado de dinitrofenilacifén de la --



/
\CHZ NOs = NOZ
0w . s
) R —c/§
NO.
R —C . =0
}é‘: =0 -I_ Hy;S03

Figura 3.- Reaccidn de dinitrofenilacidn de proteinas. El Hcido 2,4-dinitrobenzén-
sulfdnico reacciona con el grupo e-amino de los residuos de lisina de la proteina,-
liberéndose &cido sulfénico (20).

(€2)
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proteina, se determind la concentracidn de protefna —--
por el método de Lowry (19) y la concentracifn de DNP-
espectrofotométricamente a 363 mm (coeficiente de ex--
tincién molar = 17,530 (20)). En nuestro caso, al tér
mino de la dinitrofenilacifn tenfiamos una concentra— -
cidén de proteina de 6.27 mg/ml (9X10-5M) Y una concen-
tracidn de DNP de 2.88 x 10~3M, y por lo tanto o= 32.-
Es decir, habia an promedio, 32 residuos dinitrofenil-
por mol&cunla de albGmina (DNP;, HSA).

Acoplamiento de proteinas a eritrocitos

La sensibilizacifn de los eritrocitos se efectud --
por medio de proteinas dinitrofeniladas que se acopla-
ron a la superficie del eritrocito con glutaraldehido,
con ei cual se han fijado los eritrocitos para hacerlos
mis eétables (21,22)., Una vez que los eritrocitos se-
han fijado, se incuban con una solucién de proteina, -
la cual se une a los eritrocitos mediamnte. 1los grupos
aldehido gue hayan quedado libres en la superficie del
eritrocito.’

Se exploraron diversas variables en las condiciones
en que se efectfia el acoplamiento, para escoger aque--
llas en que se obtuviera una mayor sensibilidad. Las-
variables estudiadas fueron: concentracibn de glutaral
dehido, concentracién de proteina en la incubacibn, --
tiempo de incubacidn y pH de incubacibn. Los resulta-

dos se muestran en las Eiguras 4 y 5.
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GLUTARALDEHIDO 1%
pH 7.4

A ) B
ct:::f;_______,___._fi
) O PH 4 | 1
® PH > 8 § i
A7 A 28 iR
1 2 3 2 3
DNP,,-HSA (mMe/ML) DNP ,,~HSA (mM6/ML)
. pH 7.4: TIEMPO 24 HoRrAS
<z}’
o 12F
j—}
frd
S 10
&
o
- gk 0 0.5% GLUTARALDEHIDO
1 . l% n
L 5
i o ;N 1
3 6 9 12

DNP, -HSA (/ML)

FIGURA 4.- CONDICIONES OPTIMAS PARA EL ACOPLAMIENTO DE PROTEINAS A ERITROCITOS GLUTA- °
RALDEHIZADOS. EL SISTEMA USADO PARA ESTOS ESTUDIOS FUERON ERITROCITOS DE BORREGD RE-
CUBIERTOS CON DNP,, HSA PROBADOS CONTRA UN SUERO ANTI-DNP PREPARADO EN BORREGO. LOS -
TITULOS EN LAS GRAFICAS SON EL PROMEDIO DE 3 DETERMINACIONES. LOS TITULOS CON 'SUERO-
NORMAL DE BORREGO FUERON 1:2, 1:4. Y OCASIONALMENTE 1:8. -GRAFICA A.- INFLUENCIA DEL -
PH Y LA CONCENTRACION DE PROTEINA. GRAFICA B.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION Y
CONCENTRACION DE PROTEINA. GRAFICA C.- INFLUENCIA DE LAS CONCENTRACIONES DE GLUTARAL
DEHIDO Y DE PROTEINA. DE ACUERDO A ESTOS RESULTADOS, LAS CONDICIONES CON QUE SE OBTU
VO MAYOR SENSIBILIDAD FUERON LAS SIGUIENTES: CONCENTRACION DE GLUTARALDEHIDO 1% pH DE
INCUBACION 7.4, TIEMPO DE INCUBACION 24 Hrs., CONCENTRACION DE PROTEINA 12mg/mi.
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Figura 5.~ Patrones de hemaglutinacién obtenidos con eritroci
tos recubiertos con DNPa HSA bhajo distintas condiciones de a-
coplamiento.

concentracién  concentracién

Fila dglutaraldehido de DNP;; HSA susro Titulo 1log; 1/titulo*
A 1% 6 mg/ml anti-DNP 1:512 9
B 1% 12 mg/ml normal 1:8 3
Cc 0.5% 6 mog/ml anti-~DNP 1:312 9
D % 3 ma/ml anti~DNP 1:256 8
I 0.5% 1.5 mg/ml anti~DNP 1:128 7
P 2% 6 mo/ml anti-DNP 1:256 8
G 3 12 wg/fml anti-DNP 1:1024 10
H 2% 6 mgy/ml normal 1:4 2

todos los casos incubacidn se efectud a pH 7.4, durante-

horas. tos se agregaron de una suspensifén al-
2% . TLas diluciones i suere se hicieron oon v al 2% en DBS.

Zn esta wlaca podemos ver qguae la ag
wal es en titulos bajos. También j
mds importante parece sar la conc

tinacidén por el susre nor
erse que la vari
n de proteinas.

* Nimere del Hitime poze cor aglutinacidn wisible.
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E.— ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION CON SUEROS HUMANOS

1) Técnica de microtitulaci6bn

Los ensayos de actividad anti-DNP en sueros humanos
se realizaron mediante un sistema de hemaglutinacién —-
nsando la técnica de microtitulacidn. Esta técnica ——
consiste en poner 0.025 ml de diluciones sucesivas del
suero problema en una serie de pozos excavados en pla-~
cas de plistico (placas de microtitulacibn). Las dilu
ciones del suero se hacen en forma logarftmica: 1:2, -
1:4, 1:8, 1:16, etc. A cada dilucibn del suero se -~ -

agregan 0.025 ml de una suspensidn de glSbulos rojos

al 0.5%, se agita y se deja sedimentar.

Si en el suero hay anticuerpos gque reaccionen con -
las estructuras quimicas presentes en la superficie --
del eritrocito, &stos son aglutinados y al sedimentar-
forman una capa uniforme en el fondo del pozo. 5Si no-
hay anticuerpos los eritrocitos sedimentan y ruedan al
centro del pozo ya gue el fondo tiene forma de V, for-
mando entonces un botfn compacto en el centro del fon;
do (Figura 5).

Los resultados se dan como titulos de hemaglutina—-
cidn, gue es la filtima dilucifn a la cual todavia se -
observa aglutinacifn franca aunque no sea completa. En
ocasiones es conveniente expresar un resultado como el
log, del inverso del titulo, lo gue equivale al. nfimero
del pozo de la filtima reaccidn positiva. (Es decir, si el

tftulo es 1:8, logs 8/1=3; si el titulo es 1:64, log, 64/1=
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6, etc.)

Gldbulos rojos

Se utilizaron eritrocitos humanos_grppo O, Rh -, para-
disminuir la posibilidad de aglutinacién por los deter
minantes antig€nicos de grupos sanguineos principales—
de la superficie de los eritrocitos. Los eritrocitos-
utilizados no fueron aglutinados por antisueros anti-a,
anti-B ni anti-D comerciales, ni antes ni despufs de -
la sensibilizacifbn.

La senéibilizaci&n se realizd usando las condicio--
nes que demostraron ser Sptimas con el mismo sistema -
pero usando eritrocitos de borrego (ver Figura 4). ElL
procedimiento completo fué el siguiente: una vez sepa-
rados los eritrocitos del plasma por centrifugacidn, se
lavaron 4 veces con PBS. Se incubaron 1 hora a tempe-
ratura ambiente y con agitaci6n lenta, en gluﬁaraldehi
do al 1% en PBS. BSe lavaron 4 veces con PBS. Luego -
se incubaron durante 24 hrs. a 4°C y con agitacibn len
ta en una solucibn de DNP;3; HSA a una concentracifn de-
12 mg/ml en PBS. Al final se lavaron 4 veces con PBS-
y se resuspendieron en PBS.‘ Se almacenaron a 1°¢c.
Sueros humanos

Se probaron 492 sueros humanos colectados en labora
torios élinicos, de los cuales 117 habian sido recogi-
dos para-efectuarles quimica sanguinea y los restantes
para prueba de VDRL. De los 117 primeros todos tenian

una concentracién de proteinas s&ricas dentro de los -
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valores normales (6.5 a 8 g/dl).

Ensayos de hemaglutinacibn

Para egtar sequros de que una reaccifn de aglutinacién
de los eritrocitos sensibilizados fuera especifica pa-—
ra el grupo dinitrofenol, se utilizaron los siguientes

eriterios: a) Que el suero no aglutinara a eritrocitos

no sensibilizados idénticos a los que se sensibiliza—-

ron, ¥ b) Que la aglutinacibn fuera inhibida por DNPiz
HSA en solucifn pero no fuera inhibida por HS5A en soln
cibn. Se considerd inhibida la hemaglutinacifn cuando
el titulo en presencia de HSA fuera por lo menos dos -
pozos mayor que el titulo en presencia de DNPj, HSA.

De acuerdo a &sto, a cada suero se le determiné el-
titulo de hemaglutinacibn en ‘tres sistemas diferentes:

Prueba A.— Eritrocitos recubiertos con DNP32 HSA en-
presencia de HSA en solucibn (HSA a una concentracidn-
de 2 mg/ml).

Ptueba B.~ Eritrocitos recubiértos con DNP y» HSA en~
presencia de DNPj3; HSA en solucibn (a concentraciones -
de DNPj3, HSA de 6 mg/ml en los dos primeros pozos y de-—
3, 1.5, 0.75, etc., en los siguientes).

Prueba C.— Eritrocitos no recubiertos en presenéia—
de HSA en solucién.

Adem&s, para m;nimizar las reacciones debidas a - -
otros sistemas antigénicos, previamente al ensayo los -

sueros fueron adsorbidos con un volumen igual de eri--
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trocitos fijados pero no sensibilizados, durante 1 hr.
a 4°c.

En el ensayo; a 0.025 ml de cada dilucidn de suero
se agregaron 0.025 ml de una suspensién de eritroci--
tos al 0.5% en PBS. Luego de agitarlos, las placas -
se dejaron sedimentar a 4°c. Los resultados se leye-

ron al dia siguiente.
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I1I RESULTADOS

A.~ PURIFICACION FRACCIONADA DE ANTICUERPOS

A partir de 100 ml de suero de borrego inmunizado-—
con DNP,; BSA y sigqiendo los pasos de purificacifn deta-—-—
llados en la seccidn de Materiales y Mé&todos, se obtuvie-
ron siete fracciones de anticuerpos anti-DNP puros con —-
distintas afinidades. Todas las fracciones aisladas pre-
cipitaron en dobleinmunodifusién en gel de agar con DNPj,
HSA pero no con HSA en similares concentraciones (Figura-

6).

DETERMINACION DE CONSTANTES DE AFINIDAD

Se realizaron ensayos de apagamiento de fluorescen-—
cia segfin la técnica'yﬁ descrita, a cada una de las siete
fracciones de anticuerpos aislados. La Figura 7 muestra-
los porcentajes de apagamiento obtenidos en funcidn de la
concentracidn de-hapteno presente. En las Tablas I a VII-
se anotan los resultados de los ensayos de fluorescencia-
de las fracciones 1 a 7 respectivamente, y la manera en -
que se calcularon los pardmetros de la ecuacifn de Sips a
partir de los valores de fluorescencia. Los datos de to-

das las fracciones se procesaron de la misma manera. El-

valor de Qmax utilizado fué 40. Este valor fué el pro-
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medio de las an{obtenidas para cada unz de las 7 Zraccio
nes por medio de la ecuaciln: ngfz 1560 (QHP/100~@3L; - -
(ver Figura 2). TILos v=ziores de Qmaxobtenidos oscilaron -
entre 37.5 y 41 con un promedio de 39.7. Se usd el prome
dio ya gue se ha encontrado gque 1los anticuerpos de una --
cierta especie con una misma especificidad muestran el --

~mismo valor de Q a independientemente de su constante de
max N

afinidad (17).

Como puede verse en las Tablas V y VII, algunas ve--
ces en las primeras adiciones de hapteno, la concentra- -
cién de ligando unido (P) es mayor que la cantidad de li-
gando afiadido (Ht). La causa y el significado de esta in
consistencia no estin muy claras (17,18). Probablemente-
sea debida a cierta heterogeneidad en la fluorescencia y-
en el apagamiento de la fluorescencia de las molé&culas de
anticuerpos, de modo.que se produzca més-apagamiento cuan
do se ocupan sitios con alta afinidad que cuando se ocu——
pan los de afinidad mds baja. Para el ciAlculo de Ko es--

tos puntos no se toman en cuenta.

La Figura B muestra las gréaficas de Sips de las sie-
te fracciones. Las limeas rectas se trazaron de acuerdo-
a una regresifn lineal de todos los puntos dibujados. Los
valores de Ko obtenidos para cada una de las fracciones a

partir de las grdficas de Sips se anotan en la Tabla VIII.
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Como podemos ver en esta Tabla, se logrd separar 7 pobla
ciones de anticuerpos puros cuyas constantes de afinidad

5
promedio son distintas y que van desde 1 x 10 hasta 4 x

10° M.
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Figura 6.~ Bandas de precipitacidn chite~
nidas con el swerp Anti~DNP y las siete-
fracciones aisladas (pozos centrales) -
contra DNP4y~HSA v HSA. Los antigencs -~
se¢ colocan an el misme orden:

pozos a DNF, , HSA 3 my/ml
pozos b DNP s, HSA 1.5 mg/ml
pozZos © DNP » HEA 0. 7 5meg fml
pozos d DNE ., s HSA 0.375mg/ml
pozos € HSA 0.5 mg/ml
pozos £ HSA 1.5 mg/ml

S.~ Suero anti-DNP L = 7 fracclones de
anticuerpos purificadoes.

ruede verse gue en el suero completo hay
banda de precipitacidn con HSA, no agi -
en las 7 fracciones.

i

—r
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30F

40 d e 3 - 1

20 140 60 80 100 120
CONCENTRACION MOLAR DNP-LISINA (X10%)

FIGURA 7.- APAGAMIENTO DE FLUORESCENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-DNP PURI-
FICADOS CON DISTINTAS CONSTANTES DE AFINIDAD, SE UTILIZO DNP-LISINA-
COMO LIGANDO. LOS NUMEROS JUNTO A CADA LINEA CORRESPONDEN AL NUMERO-
DE FRACCION DE ANTICUERPOS.



A B A
mil. hapteno
afiadidos F Fn Q r HE . PE "LB log L log 1§;
(x107) (x107) (x10°)

0.00 92.00 100.0 - - 0.000 - - - -
0.01 91.00 100.0 0 0 0.199 0 -0.199 - -
0.02 91.00 100.0 0 0 0.396 0 0.396 - -
0.03 89.75 99.0 1 0.025 0.591 0.125 0.466 ~7.33 -1.59
0.04 89.25 99.0 1 0.025 0.784 0.125 0.659 -7.18 -1.59
0.05 88.75 99.0 1 0.025 0.975 0.125 0.850 -7.07 -1.59
0.06 87.50 98.0 2 0.050 2.910 0.250 2.660 -6.57 -1.27
0.07 86.25 97.0 3 0.075 4,830 0.375 4,455 -6.35 -1.09
0.08 84.00 95.0 5 0.125 6.730 0.625 6.105 -6.21 -0.845
0.09 82.75 94.0 6 0.150 8.610 0.750 7.860 ~-6.10 -0.753
0.10 81.50 93.0 7 0.175 10.400 0.875 9.525 ~6.02 -0.673

‘Tabla I.- Titulacidn por apagamiento de flucrescencia de la fraccidn 1.

significan:

Los simbolos

(9g)
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Valor de fluorescencia obtenido después de cada adicidn de hapteno.
Fluorescencia corregida por la fluorescencia del solvente y por el incremento de
volumen y normalizada tomando el valor de fluorescencia inicial como 100%.
Apagamiento de la flubrescencia {(Q = 100 ~ Fn).

Fraccibn de sitios ocupados, igual a la fraccidn del mé&ximo apagamiento posible
(r =9/, .-

Concentracidn molar de DNP-lisina total.

Concentracidn molar de DNP-lisina unida a los anticuerpos. Es igual a la frac-
cidn de sitios ocupados multiplicada por la concentracién molar de sitios acti-
vos totales (P = So X r).

Concentracidh molar de DNP-lisina libre (L. = H, - P).

t

Volumen inicial 2 ml, fluorescencia solvente = 2, Qmax= 40, S0 =5 x 10—7 M

(Lg)



ml. hapteno
afiadidos F Fn Q r Ht P L log L log 1§;
(x10") (x10°) (x10°)

0.00 94.00 100.0 - - 0.00 - - - -
0.01 93.00 100.0 0.0 0 1.99 0 1.99 - -
0.02 92.50 99.5 0.5 0.012 3.96 0.625 3.33 ~7.47 -1.8%
0.03 92.50 100.0 0.0 0 5.91 0 5.91 - -
0.04 91.25 99.0 1.0 0.025 7.84 1.250 6.59 -7.18 -1.59
0.05 90.75 99.0 1.0 0.025 8.75 1.250 8.50 ~7.07 ~1.59
0.06 88.50 97.0 3.0 0.075 29.10 3.750 25.35 -6.59 -1.09
0.07 87.25 9.0 4.0 0.100 48.30 5.000 43.40 ~-6.36 ~0.95
0.08 85.00 94.0 6.0 0.150 67.30 7.500 59.80 —-6.22 -0.75
0.09 83.50 93.0 7.0 0.175 86.10 8.750 77.35 -6.11 ~0.67
0.10 81.50 91.0 9.0 0.225 104.00 10.250 93.75 -6.03 ~-0.58

Tabla II.- Ensayo de apagamiento de fluorescencia para la determinacidn de la constante

-7
de afinidad. Fraccidn 2. Hapteno: DNP-lisina. Qmax= 40. So =5 x 10 M., Vo-

lumen inicial 2 ml.
Los simbolos y la manera de calcular los datos son los mismos gue en la Ta-~~

bla I.

(8g)



ml. hapta'lo

afiadidos. F Fl Q r H P L logL ' log _r_
8 8 8 1-r
(x10) (x10 ) (x10 )

0.00 96.00 100.0 0 - 0 - 0 - -
0.01 94.50 99.0 1.0 0.025 1.99 1.25 0.74 -8.13 -1.590
0.02 94.00 99.0 1.0, 0.025 3.96 1.25 2.71 ~7.56 -1.590
0.03 93.00 98.5 1.5 0.038 5.91 1.90 4.01 -7.39 -1.400
0.04 92,75 98.5 1.5 0.038 7.84 1.90 5.94 -7.22 -1.400
0.05 91.75 98.0 2.0 0.050 9.75 2,50 7.25 ~7.14 ~1.270
0.06 87.50 - 94.0 6.0 0,100 29.10 5.00 24.10 -6.62 -0.954
0.07 85.00 91.5 8.5 0.212 48.30 10.60 37.70 ~6.42 -0.570
0.08 83.00 90.0 10.0  0.250 67.30 12.50 54.80 -6.26 ~0.477
0.09 80.50 87.5 12.5  0.312 86.10 15.60 70.50 ~6.15 ~0.343
0.10 78.50 86.0 14.0  0.350  104.00 17.50 86.50 -6.06 ~0.268

Tabla III.- Ensayo de apagamiento de fluorescencia para la determinacifn de la constatr

. -7
te de afinidad. Fraccibn 3. Hapteno: DNP~lisina. Qmax= 40, So =5 x 10 M,
Volumen inicial 2 ml.
Los simbolos y la manera de calcular los datos son los mismos que en la Ta-
bla I.

(6€)
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ml. hapteho ‘
anadidos . F F Q r H b L logL « log
n L, 5 8 1-r
(x10°) (x10") (x107)

0.00 91.00 100.0 - = 0.00 - - - -
0.01 89.75 99.0 1.0 - 0.025 1.99 1.25 0.74 -8.13 -1.590
0.02 89.25 99.0 1.0 0.025 3.96 1.25 2,71 -7.39 -1.590
0.03 88.25 98,5 1.5 0.038 5.91 1.90 4,01 ~7.39 -1.400
0.04 83.00 98.5 1.5 0.038 7.84 1.90 5.94 -7.22 ~-1.400
0.05 86.00 97.0 3.0 ‘ 0.075 9.75 3.75 6.00 -7.22 -1.020
0.06 81.25 92.0 8.0 0.200 29.10 10.00 19.10 -6.72 ~-0.602
0.07 77.50 88.0 12.0 - 0.300 48.30 15.00 33.30 ~-6.47 -0.367
0.08 74.50 85.0 _15.0 0.375 67.30 18.70 48.50 -6.31 -0.221
0.09 74.00 85.0 15.0 0.375 86.10 18.70 67.30 ~-6.17 -0.221
0.10 71.00 . 82,0 18.0 0.450 104,00 22.50 81.50 -6.08 -0.087

Tabla IV.- Ensayo de apagamiento de fluorescencia para la determinaci6n de la constante
de afinidad. Fracci&n‘4. Hapteno: DNP~lisina. Qmax = 40. So =5 x 1077M. -
Volumen inicial 2 ml.
Los simbolos y la manera de calcular los datos son los mismos gque en la Ta--

bla I.

(0%)



T A B L A v
ml. bapteno
afiadidos F Fn Q r Ht P L log L log I§E
(x10°) (x10°) (x10°)

0.00 95.00 100.0 - - 0.00 - - - -
0.01 91.75 87.0 3.0 0.075 1.99 3.75 neg. - -
0.02 90.25 96.0 4.0 0.100 3.96 5.00 neq. - -
0.03 90.75 97.0 3.0 0.075 5.91 3.75 2.16 ~7.66 ~1.090
0.04 89.50 96.0 4,0 0.100 7.84 5.00 2.84 -7.54 -0.954
0.05 88.50 95.5 4.5 0.112 9.75 5.50 4.25 -7.37 -0.908
0.06 82.50 .89.5 11.5 0.260 29.10 13.00 16.10 -6.79 -0.454
0.07 77.00 84.0 ~ 16.0 0.400 48.30 20.00 28.30 ~6.54 -0.176
0.08 75.00 82.0 18.0 0.450 67.30 22,50 44.80 -6.34 -0.087
0.09 73.63 81.0 19.0 0.475 86.10 23.75 52.35 ~-6.20 -0.043
0.10 70.50 78.0 22.0 0.550 104.00 27,50 76.50 -6.11 0.087
Tabla V.- Ensayo de apagamiento de fluorescencia para la determinacién de la constan-

te de afinidad.

Volumen inicial 2 ml.
Los simbolos y la manera de calcular los datos son los mismos gue en la Ta-

bla I.

Fracecién 5. Hapteno: DNP-lisina. Qmax =

S =5 x10"M
(o]

(T7)



ml. Hapteno

atadidos F Fh Q r Ht P L log L log _r_
(x10°) x10")  (x10") -
0.00 90.00  100.0 - - - - - - -
0.01 88.50 99.0 1.0 0.025 1.99 1.25 0.74 -8.13 ~1.590
0.02 87.25 98.0 2.0 0.050 3.96 2.50 1.46 -7.83 -1.270
0.03 86.00 97.0 3.0 0.075 5.91 3.75 2.16 ~7.66 -1.090
0.04 85.50 97.0 3.0 0.075 7.84 3.75 4.09 -7.38 ~1.090
0.05 83.75 95.5 4.5 0.610  9.75 5.50 4.25 -7.37 -0.908
0.06 79.50 91.0 9.0 0.220  29.10 11.00 18.10 -6.74 ~0.549
0.07 73.50 84.5 15.5  0.390  48.30 19.50 28.80 -6.54 -0.194
0.08 69.25 80.0 20.0  0.500  67.30 25.00 42.30 -6.37 0
0.09 65.50 76.0 '24.0  0.600  86.10 30.00 56.10 -6.25 0.176
0.10 63.75 74.5 25.5  0.640  104.00 32.00 72.00 -6.14 0.249

Tabla VI.- Ensayo de apagamiento de fluorescencia para la determinacifn de la constante
de afinidad. Fracibn 6. Hapteno: DNP-lisina Q .= 40. S5, =5 x 107 "y,
Volumen inicial 2 ml.
Los simbolos y la manera de calcular los datos son los mismos que en la Ta--

bla I.

(¢v)



ml. hapteno

afiadidos F Fn Q r H P L log L log _r_
x10°) (x10°) (x10°) o

0.00 96.00 100.0 - - - - - - -

0.01 88.50 96.5 3.5 0.087 1.99 4.35 neg. - -

0.02 87.25 95.0 5.0  0.125 3.96 6.25 neg. - -
0.03 86.00 96.0 4.0 0.100 5.91 5.00 0.91 -8.04 ~0.954
0.04 85.50 94.0 6.0  0.150 7.84 7.50 0.34 -8.46 -0.753
0.05 83.75 93.0 7.0 0.175 9.75 8.75 1.00 -8.00 -0.673
0.06 79.50 86.0 14.0  0.350 29.10 17.50 11.60 ~6.93 -0.268
0.07 73.50 81.0 19.0  0.475 48.30 23.75 24.55 -6.60 ~0.043
0.08 69.25 79.0 21.0  0.525 67.30 26.25 4105 -6.38 0.043
0.09 65.50 76.5 23.5  0.587 86.10 29,35 56.75 -6.24  0.152
0.i0 63.75 73.0 27.0  0.675  104.00 33.75 70.25 -6.15 0.317

Tabla VII.- Ensayo de apagamiento de fluorescencia para la determinacibén de la constan-

-7
te de afinidad. Fraccidn 7. Hapteno: DNP-lisina, Qmax = 40, S0 =5 x10 M

Volumen inicial 2 ml.
Los simbolos y la manera de calcular los datos son los mismos gue en la Ta-

bla I.

(€%)
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FIGURA 8.- GRAFICAS DE SIPS PARA LA DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE AFINIDAD DE LAS 7 FRACCIONES DE-
ANTICUERPOS, A PARTIR DE DATOS OBTENIDUS POR APAGAMIENTO DE FLUORESCENCIA. LOS NUMEROS JUNTO A LAS LI-
NEAS CORRESPONDEN AL NUMERO DE FRACCION. LOS DATOS DE LOS QUE SE OBTUVIERON LAS LINEAS SE ENCUENTRAN -
EN LAS TABLAS I-VII. LAS LINEAS SE TRAZARON DE ACURRDOA UNA REGRESION LINEAL DE LOS PUNTOS MARCADOS. Y
L0S PARAMETROS TE PENDIENTE Y ORDENADA AL ORIGEN OBTENIDOS SE USARON PARA CALCULAR K Y EL INDICE DE HE-

TEROGENEIDAD. LOS RESULTADOS SE ANOTAN EN LA TABLA VIII.
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T A I A VIII
Concentracidn indice de
Fraccibn de DNP con que Ko log Ke  heterogenei
se eluyd (1t/mol) dad -
1 1x 10 'M 1.00 x 100 5.00 0.73
2 5% 100 'M 2.23 x 10°  5.35 0.89
3 1x107°m 3.46 x 10° 5.54 0.72
4 5% 10 °M 8.70 x 10° 5.94 0.87
5 1x 10 °M 1.62 x 10°  6.21 0.75
6 5 x 107 °m 2.18 x 10°  6.34 0.89
7 1x10 'y 3.46 x 10°  6.51 0.56

Tabla VIII.- Constantes de afinidad promedio (Ko) de las sie-

te fracciones de anticuerpos purificados por cro

matografia de afinidad.

Ios valores de KXo y del

indice de heterogeneidad se obtuvieron a partir-

de las gréficas de Sips (Fig. 8).
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C.~ ESTABILIDAD DE LOS ERITROCITOS SENSIBILIZADOS

Como un control de que la sensibilidad del emsayo -

se mantuviera estahl

i

a lo large de los ex
hemaglutinacién (3 semanas), paralelamente a cada peguefio
grupe de sueros humanos probados, se determind el titulo-
de hemaglutinacidén a una dilucién 1:32 de un suero anti--
DNP preparado en borrego. Esta dilucién se adsorbié con-
eritrocitos no sensibilizados de la misma manera gue los-
sueros humanos, y no mostr6 aglutinacifn de eritrocitos -
no sensibilizados. Los titulos obtenidos en los distin-—-—

tos dias se muestran en la Figura 9.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos decir
que la sensibilidad del ensayo de hemaglutinacién fué - -

constante a lo largo de los experimentos.

SENSIBILIDAD DEL SISTEMA DE HEMAGLUTINACION

Con el objeto de conocer la correlacidn entre el ti
tulo de hemaglutinacifn y la constante de afinidad y con-
centracidén de los anticuerpos, se determiné el titulo de-
hemaglutinaci6n a las 7 fracciones de anticuerpos, bajo -
las mismas condiciones en gque se probaron los sueros huma
nos. Esta prueba se realiz8f cuatro veces en dias diferentes

y se sacd un promedio de los 4 tftulos de cada fracci6n. Estos - -
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FIGURA 9.~ CONTROL DE LA SENSIBILIDAD Y ESTABILIDAD DEL SISTEMA
DE HEMAGLUTINACION A LO LARGO DE LOS ENSAYOS CON SUEROS HUMANOS.
LOS ERITROCITOS SENSIBILIZADOS SE PROBARON CONTRA UN SUERO ANTI-
DNP PREPARADO EN BORREGO TODOS LOS DIAS EN QUE SE ENSAYARON SUE-
ROS HUMANOS (LOS DIAS 3 Y 11NO SE REALIZO ESTA DETERMINACION)
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resultados se muestran en la Tabla IX.

Conociendo el titulo de hemaglutinacifn de cada - -
fraccidn a una determinada concentracifn, se calcularon -
las concentraciones gue serian necesarias para'dbtener t1
tulos tanto menores como mayores. El1 razonamiento segui-
do fué el sigpiente: dado qgue las proporciones relativas-
de las distintas espeéies de anticuerpos anti-DNP no va--
rian al dilufr una muestra, el titulo debe variar en for-
ma lineal al variar la concentracidn de anticuerpos. Es-
decir: si tenemos una solucidn de anticuerpos cuya concen
traci6n es de 0.84 mg/ml y d& aglutinacifn positiva al di
luirlo 32 veces (titulo 1:32), es obvio que si su concen-
traci6n inicial fuera del doble (1.68 mg/ml) daria agluti
nacién positiva en diluciornes 2 veces mayores (titulo — -
1:64). Del mismo modo, si su concentracifn inicial fuera
de 0.42 mg/ml, entonces la mixima diluciép a la gue toda~-

via mostraria aglutinacifn seria 1:16.

Los datos correspondientes a cada una de las frac--
ciones para titulos desde 1:2 hasta 1:256 se encuentran -

en la Tabla X y se grafican en la Figura 10.

Por interpolacifn en las lfneas de la Figura 10, es
posible conocer el titulo de hemaglutinacién que obtenf -
driames si la concentracifn inicial de anticuerpos fuera

de 0.5, 1 y 2 mg/ml para cada valor de constante de afini
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concentracién
K, anticuerpos log, titulo
Fraccidn {1t/mol) log Ko (mg/ml) 1/tftulo promedio
5
1 1,80 x 10 5.00 0.84 5 5 5 1:32
5
2 2.23 x 10 5.35 1.05 6 5 [ 1:48
. 5
3 3.46 x 10 5.54 1.05 6 6 1:64
5
4 8.70 x 10 5.94 0.98 6 6 7 1:80
6
5 1.62 x 10 6.21 0.97 7 6 7 1:96
[
6 2.18 x 10 6.34 1.10 7 7 7 1:128
7 3.46x10  6.51 0.79 8 77 8 1:196

Tabla IX.- Sensibilidad del ensayo de hemaglutinacidn con res

pecto a la concentracién de anticuerpos anti-DNP y

a su constante de afinidad promedio.

Las concen—-—

traciones de anticuerpos se determinaron por el mé&

todo de Lowry (19).

Los titulos se determinaron -

en la misma manera que los titulos de los sueros -

humanos (inciso E de Materiales y Mé&todos).
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Concentracidn de anticuerpos necesaria para titulos de:

Fraccidn log Kof 1:2 | 1:4 | 1:8 ) 1:16| 1:32| 1:64 | 1:128§ 1:256

1 5.00 {.050 ] .105 .210‘ .420 | .840 1.68 | 3.36 6.72

2 5.35 .043 | .087 | .174 .348 | .690 1.39 | 2.78 5.56

3 5.54 [.032}.064{.131| .262 ] .524 1.05 1 2.10 4.19

4 5.94 |.024 | .048 | .0%6 .192 | .384 .768 | 1.53 3.17

5 . 6.21 |.020|.040{.080 | .1611.323 .646 | 1.29 2.58

6 6.34 |.017 | .034§.068 ] .130j.270 .550 | 1.10 2.20

7 6,51 |.008 | .016 | .032 | .065} .130 .260 .520 1.04
Fabla X.- Concentracibn inicial de anticuerpos anti-DNP necesa

ria para obtener determinado titulo, segln la cons-—

tante de afinidad de los anticuerpos.
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FIGURA 10,- DEPENDENCIA DEL TITULO DE HEMAGLUTINACION CON LA CONCENTRACION
DE ANTICUERPOS PARA DISTINTOS VALORES DE CONSTANTE DE AFINIDAD PROMEDIO
DE LOS ANTICUERPOS. EL NUMERO ANOTADO SOBRE CADA LINEA CORRESPONDE AL -

NUMERO DE FRACCION: FRACCION Ko (LT/MoL)
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dad. Estos valores se muestran en la Tabla XI y se grafi

caron en las Figuras 1l y 12.

Por interpolacifn en las lineas de la Figura 12 se-
calcularon los valores minimos de la constante de afinji--
dad (Kﬁiﬁ) necesarios para obtener un determinado titulo-
de hemaglutinacifén dado gue las concentraciones iniciales
de anticuerpos fueran iguales o menores gue los valores -
indicados. Estos resultados se muestran en la Tabla XIT.
Los valores de la Tabla XII nés permitieron inferir la —-
constante de afinidad minima con que cada suero reacciona

ba con DNP a partir de su titulo de hemaglutinacién.-

Los valores de K in Para cada titulo de hemaglutina
cidén (Tabla XII) ée obtuvieron por interpolacifn en la --
Figura 12 y no en la 11 porque la gr&fica logaritmica fa-
cilita la interpolacifn, principalmente de los valores co

rrespondientes a titulos de 1:8 y menores.



Concentracidn _ 5 5 5 5 6 6 6
inicial de an| Ko MH1x10{2.23 x 107|3,46 x 10 {8.70 x 10 [1.62 x 10 |2.18 x 10 | 3.46 x 10
ticuerpos
(mg/ml) log Ko | 5.00 5.35 5.54 5.94 6.21 6.34 6.51
0.5 19.06 23.22 30.51 41.28 49.61 58.38 123.08
(4.25) (4.53) (4.93) (5.36) (5.63) (5.86) (6.94)
1 38.10 46.44 61.05 81.75 99.22 116.49 246,13
. (5.25) (5.53) (5.93) (6.35) (6.63) (6.86) (7.94)
2 76.19 92.28 122.08 167.27 198,44 232,60 492,92
(6.25) (6.53) (6.93) (7.35) | {7.63) | (7.86) | (B.94)
Tabla XI.~ Titulos de hemaglutinacidn tedricos para anticuerpos con distintas constan-~

tes de afinidad en funcifn de la concentracién inicial de anticuerpos. Los
valores se calcularon por interpolacidn en la gr&fica de la Figura 10. ILos
valores dentro de paréntesis corresponden al log, del inverso de cada titu-

lo.

(€g)
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1:512

1:256

1:128

40

-5
K, X 10

FIGURA 11.- DEPENDENCIA DEL TITULO DE HEMAGLUTINACION CON LA CONSTAN
TE DE AFINIDAD PROMEDIO (K.) DE LOS ANTICUERPOS PARA DISTINTAS CON--
CENTRACIONES DE ANTICUERPOg: 0.5 Me/mL . 1 me/ML @), Y 2 Me/ML -
O.
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FIGURA 12,- LOG DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD PROMEDIO MINIMA NECESARIA (K N) PARA OBTENER CIERTO TITU
L0 DE HEMAGLUTINACION DADC QUE LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS NO SEA — MAYOR QUE LOS VALORES IN-
DICADOS: 0.5 me/ML &, 1 me/ML@), v 2 me/mL. ©).. LOS VALURES DE LOS PUNTOS BIBUJAUOS SE ENCUEN--
TRAN EN LA TABLA XI. LAS LINEAS FUERUN TRAZADAS DE ACUERDO A REGRESIONES LINEALES DE LOS PUNTOS DI-
BUJADOS (COEFICIENTES DE CORRELACION LINEAL R = 0.95 EN LOS TRES CASO0S)

(s5)
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T A B L A X I

Koncentracién | Titulo [1:2 {1:4 §1:8 [1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256

de anticuerpos| log:

(mg/ml) 1/t%tulof 1 2 3 4 5 6 7 8
0.5 2.99 {3.64 14.2914.95 | 5.60 | 6.26 | 6.91 7.57
1.0 2.3312.99 |3.64|4.30 | 4.95 | 5.60 6.26 6.91
2.0 1.68|2.33{2.99|3.64 4.30 | 4.95 | 5.60 6.26

Tabla XII.- Loglo'de la constante de afinidad promedio minima -
necesaria para obtener cierto titulo de hemaglutina
cidn para distintas concentraciones de anticuerpos.

Los valores de la Tabla fueron calculados por inter

polacibn en las lineas de la Figura 12.
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Llama la atencidn la forma sigmoidea de las grédficas
de titulo de hemaglutinacifn en funcidn de la constante de
afinidad promedio (K.) de ios anticuerpos (Figura 11 y 12).
Esta sigmoidalidad puede explicarse teniendo en cuenta la-
manera en gue se obtienen los datos de la gréfica. Debido
a que las diluciones de la muestra se hacen en forma loga-
ritmica, es muy dificil estimar con precisi6n el punto fi-
nal de la reaccidn (la fGltima dilucibén a la gque todavia --
hay aglutinacifn). Es decir: si dos preparaciones de anti
cuerpos con distintas Ko pudieran dar titulos de71:70 v 1:
100 respectivamente, con este sistema estarfamos detectan-
do para ambas un titulo de 1:64. Esto daria a la curva de
la Figura 11 la forma de una escalera. El gue nuestra gré
fica no tenga eXactamente.esta forma se deberia a gque las-
concentraciones de nuestras preparaciones de anticuerpos -
no eran iguales, y al“calcular_los titulos gue darfan si -
sus concentraciones iniciales fueran de 1 y 2 mg/ml obtuvi
mos valores de titulos gue experimentalmente serian imposi
bles de cbtener (como los valores de la Tabla XI: titulos-

de 1:76, 1:93, 1:122, etc.)

Para definir claramente la forma de la curva, debe—-
riamos precisar mejor el punto final, por ejemplo haciendo
las diluciones en forma lineal 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, etc.

También seria conveniente tener un intervalo més amplio de
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constantes de afinidad. §Si en este caso la sigmoidalidad
persistiera, estaria indicando gue existe un cierto inter
valo de valores de K, dentro del cual las variaciones de-
Ko no son acompailiadas por variaciones importantes del ti-
tulo de hemaglutinacifn, y gue para valores de K. fuera -
de ese intervalo, el titulo fuera m&s sensible a variacio
nes en la Ko de la muestra. Es dificil explicar fisica--
mente este fenbmeno, pero podriamos explicarlo como sigue:
Supongamos que se tienen muestras de anticuerpos a la mis
ma concentracidn y cuyos valores de Ko cubren un interva-
lo més ¢ menos amplio. Para muestras con valores de Ko -
bajos, hay una cierta proporcibn de anticuerpos que perma
necen con 1 o los 2 sitios aétivos desocupados. Al ir au
mentando Ko, esta proporcifn va disminuyendo al mismo tiem
PO gue la proporci6n de anticuerpos con sus 2 sitios acti
vos ocupados va aumentande y por lo tanto, el tftulo va -
aumentando al aumentar Ko. Al llegar a cierto valor de -
Ko, aungue la proporcidn dé anticuerpos con los 2 sitios-
activos ocupados sigue aumentando al aumentar XK., dado gue
la fuerza de unidn no es muy grande, pueden estarse dando
asociaciones y disociaciones hasta que la molé&cula de an-~
ticuerpo encuentre su estado de menor energia, gque proba-
blemente sea aquel en que sus 2 sitios activos se unan a-
grupos DNP sobre la misma c&lula y de esta manera los in-
crementos de Ko no se reflejardn mucho en el titulo de --

hemaglutinacidn. Al seguir aumentando Ko, las posibilida
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des de asociacidn y disociaci6n van siendo menores y el -
titulo vuelve a ser funcidn directa de X; ya que las pro-
porciones de anticuerpos cuyos 2 sitios activos se encuen
tran unidos a grupos DNP en la misma cé&lula y aguellos en
que sus 2 sitios activos se unen a grupos en células dis-

tintas, aumentan paralelamente,

FRECUENCIAS DE ACTIVIDAD ANTI-DNP EN SUEROS HUMANOS NORMA
LES

Se probaron 492 sueros humanos de acuerdo a la téc-—
nica ya descrita en la seccién de Materiales y Mé&todos. -
129 sueros aglutinaron los eritrocitos sensibilizados con
DNPazHSA. Sin embargo, 22 de ellos aglutinaron a eritro-
citos no sensibilizados, lo cual indica que en estos ca--
sos la aglutinacifn no fué& debida al DNP unido a los eri-
trocitos sino a algfin antigeno propio de los eritrocitos—
o al glutaraldehido. Por lo tanto, estos sueros no se con
sideraron con actividad anti-DNP, De las 107 reacciones-
positivas restantes, 20 de ellas no fueron inhibidas por-
DNP3, HSA en solucibn. El significado de estas reacciones
no es muy claro. Una posible explicacifn es que en estos
sueros existieran anticuerpos gue reaccionaran con algfin-
(os) determinante(s) antigénico(s) que se hace patente -—-
solamente al acoplar la albGmina dinitrofenilada al eri--
trocito. Esto puede ocurrir porgue la albfimina al unirse

al eritrocito exponga al medio ciertas secuencias gue en-
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solucidn permanecen ocultas, o bien porgque al unirse la -
albfimina dinitrofenilada a la superficie del eritrocito -
se asocie de tal manera a la superficie de la célula que-
aparezcan nuevos determinantes antigénicos formados tanto
por estructuras pertenecientes a la albfimina como por es-
tructuras de la superficie del eritrocito. De cualquier-
manera, estas reacciones tampoco podemos considerarlas es
pecificas para el grupo DNP y por lo tanto, tambi&n se —-

excluyeron.

En base a las anteriores consideraciones, se obtu--
vieron 87 reacciones positivas anti-DNP (17.5%), con titu
los diversos desde 1:2 hasta 1:256. Los resultados se en
cuentran resumidos en la Tabla XIII. Las Figuras 13 y 14

muestran los resultados de algunos de los sueros.
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T A B L A XIIZTI

reacciones reacciones reacciones sueros con frecuencia

positivas~ positivas- positivas- actividad de activi-
- Ttulo frente a -~ no inhibi- frente a - anti-DNP dad anti~-

eritrocitos das por — eritrocitos e

sensibili— DNP»HSA no sensibi

zados lizados
122 43 12 10 21 0.042
1:4 50 4 9 37 0.075
1:8 15 1 2 12 0.024
1:16 6 0 0 6 0.012
1:32 6 1 0 5 0.010
1:64 5 2 0 3 0.006
1:128 2 0 0 2 0.004
1:256 2 0 1 1 0.002
TOTAL 129 20 22 87 17.5%

Tabla XIII.- Frecuencias de actividad anti-DNP en sueros huma-

nos normales. Al tot;l de reacciones positivas -
para cada titulo se resta el nfimero de reacciones
que no son inhibidas por DNP 3 HSA en solucifn y -
el nfimero de reacciones positivas debidas a los -
antigenos de los eritrocitos. Las frecuencias se
calcularon tomando en cuenta gue el total de sue-

ros analizados fug de 492.
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QS : A
prueba A B'C A B C A B C

suero 798 31333 632 995

Figara 13.- Patrones de hemaglutinacidn observados con sueros-

humanos normales. Las diluciones se hicieron en sentido verti

cal {Fila A: diluciones 1:2, hasta Fila H: diluciones 1:256) .-

Prueba A: Britrocitos sengsibilizados en presencia de HSA solu~-
ble.

Prueba B: Britrocitos sensibilizados en presencia de DNP;; HSA-
soluble.

Prueba C: Eritrocitos no sensibilizados.

Columna Suero Prueba Conclusidn

1 798 A Positiva. Titulo anti-DNP 1:16. Aun
2 798 B gue hay aglutinacién en B y C, los~
3 7948 C titulos son 1:2.

4 31333 A Negativa. La aglutinacidn es muy 1i
5 31333 R gera e igual a la de eritrocitos no
6 31333 C sensibilizados.

7 632 A Negativa. Solo hay un tubo de dife-
8 632 B rencia entre la aglutinacidn en A ¥
3 632 C en C.
10 5995 A Hegativa. EI tituloe es idéntico en-
11 995 B las tres pruebas.

12 995 C



prueba A

suero

955-K 2828 774-18 22973

Figura 14.- patrones de hemaglutinacidn observados con sueros

humanos normales. Las diluciones de los sueros se hicieron -

en sentido vertical (Fila A: diluciones 1:2, Fila H: dilucio-

nes 1:25%6;}.

Prueba A: Eritrocitos sensibilizados en presencia de HSA solu
ble. -

Prueba B: Fritrocitos sensibilizados en presencia de DNP,, HSa
soluble.

- Prueba C: gritrocitos no sensibilizados.

Columna Suero Prueba Conclusidn

1 955~ A Positiva. Titalo anti-DNP 1:2.
2 955-K B

3 955K c

4 2828 A Negativa. No hay agliutinacidn en
5 2828 B aguno de los casos.

6 2828 C

7 774~18 A Positiva,

8 774-18 B Las prueba

9 774-18 c

i0 22573 A Positiva. Titulo anti-DNP 1:16.-
i1 22973 B Las praebas B y ¢ son ne

12 22973 C
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Como lo muestran la Figura 12 y la Tabla XII, a par
tir del titulo de hemaglutinacidn de unamuestra podemos infe--
rir el valor de la constante de afinidad promedio minima(Kﬁin)
que deben tener(los anticuerpos presentes en esa muestra dado-
que la concentracifn de anticuerpos no sobrepase cierto valor-
limite. Por lo tanto, para asignar a cada suero un valor de -
Eﬁn a partir de su titulo de hemaglutinacifn, fué& necesario-
escoger un valor méximo para la concentracifn de anticuerpos -
anti-DNP presentes en sueros humanos normales. Para estimar -
el limite miximo de la concentracifn de anticuerpos anti-DNP -
nos basamos en los siguientes datos:

a) Farah (23) detectd cantidades de anticuerpo§ anti-DNP en --
sueros humanos que correspondian a porcentajes entre el 0.4
y 0.8% del total de inmunoglobulinas del suero.

b) Reisen y Morrell (7) encontraron que 4 de 279 proteinas de -
mielomas humanos fijaban DNP (1.4%).

c) Terry et al (6) encontraron actividad anti-DNP en 9 de 532-
sueros de humanos mielomatosos (1.6%).

d) El conjunto de inmunoglobulinas presentes en el suero de un
individuo en cualquier momento, debe ser representativo del
repertorio total de inmunoglobulinas gque dicho individuo es
capaz de sintetizar (13). ]

e) La éoncentracién promedio de inmunoglobulinas séricas en el

humano es de 14 mg/ml aproximadamente (24,25).

La fraccidén de inmunoglobulinas capaces de fijar --
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DNP parecge estar entre el 1 y el 2% del total del repertorio,
Y seguramente no excede del 5%. Considerando las posibles --—
variaciones individuales en cuanto a concentracidn de inmuno-
globulinas séricas, podemos considerar una concentracifn maxi
ma de 21 mg/ml en sujetos sanos. Podemos entonces fijar el -
iimite miximo de concentracidén de anticuerpos anti-DNP en sue

ros humanos normales alrededor de 1 mg/ml.

Suponiendo gque los anticuerpos anti-~DNP presentes-
en sueros humanos normales no se encuentren en una concentra-
cibén suéerior a 1 mg/ml, podemos asignar a cada suero un va--
lor de Kminde acuerdo a su titulo de hemaglutinacifn. Asi --
pudimos conocer la frecuencia de actividad anti-DNP en sueros
humanos normales con respecto a constantes de afinidad en lu-
gaf de titulos de hemaglutinacidn (Tabla XIV). Esta correla-
cibn nos ﬁermiti& comparar nuestros resultados con las predic

ciones hechas por el modelo de Inman (Figura 15).

En la Figura 15, la linea punteada fué obtenida --
por Inman en base a su modelo probabilistico. Para obtenerla,
escogib los pardmetros de su modelo de tal manera éue repre--—
séntara las frecuencias de constantes de afinidad por el gru-
po DNP de un conjunto de proteinas de mielomas de ratén, de -
las cuales el 1% fijaban DNP con una Ke mayor & igual a 10%M°
(3). ILa ourva obtenida a partir de nuestros datos, aungue de-

forma similar, estd desplazada hacia frecuencias mayores - -
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en el rango de constantes de afinidad entre 10°? A 10°® 1t/mol-
si suponemos una concentracién mixima de anticuerpos anti-DNP
de 1 mg/ml. 8Sin embargo, si tomamos como 1limite miximo de ~-—
concentracifn de anticuerpos anti-DNP el valor de 2 mg/ml, en
tonces nuestra curva concuerda mejor con la calculada por - -

Inman (Figura 15).
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0!2 B

0.1 1

FRECUENCIA ACUMULADA

0.05

0.01 [

FIGURA 15.- FRECUENCIA DE REACCIONES CON CONSTANTES DE AFINIDAD
IGUALES O MAYORES QUE CIERTO VALOR (K. .) ENCONTRADOS PARA ANTL
CUERPOS ANTI-DNP EN SUEROS HUMANOS NORMALES (CALCULADOS PARA --
UNA CONCENTRACION MAXIMA DE ANTICUERPOS ANTI-DNP DE 1 me/mL (@)
Y 2 me/mL (©)), LA LINEA PUNTEADA ES TEORICA Y FUE OBTENIDA -
DE ACUERDO AL MODELO PROBABILISTICO DE INMAN (12).



T A B L A XIv

Titulo Frecuencia zzsﬁﬁiggia(%) tog Kmin Khinﬂtﬁmﬂ) tog Kmi? Kmin (&/nol)
A A B B
1:256 0.002 0.2% 6.91 8.1 x 10°  6.26 1.8 x 10°
1:128 0.004 0.6% 6.26 1.8 x 10°  5.60 4.0 x 10°
1:64 0.006 1.2% 5.60 4.0 x 10°  4.95 8.9 x 10"
1:32 0.010 2,28 4.95 8.9 x 10°  4.30 2.0 x 10"
1:16 0.012 3.4% 4.30 2.0 x 10°  3.64 4.4 x 10°
1:8 0.024 5.8% 3.64 4.4 x 10°  2.99 9.8 x 10°
1:4 0.075 13.3% 2.99 9.8 x 10°  2.33 2.1 x 10°
1:2 0.042 17.5% 2.33 2.1 x 10° 1.70 5.0 x 10°

Tabla XIV.- Frecuencias con que ocurren reacciones con cierta constante de afinidad -
entre el grupo DNP y una poblacién de sueros humanos normales. Los valo~
res de X . fueron asignados considerando una concentracitn mixima de an-
ticuerpos anti-DNP en sueros normales de 1 mg/ml {A) v 2 mg/ml (B) (Tabla
XII). Las frecuencias acumuladas representan el porcentaje de sueros que
contienen una poblacifn de anticuerpos capdz de reacciondr con el grupo -
DNP con una constante de afinidad igual o mayor gque el valor de Kmin co=-~-

rrespondiente.

(89)
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IV DISCUSION

En este trabajo encontramos actividad anti-DNP en -
B7 de 492 sueros de humanos aparentemente sanos. Los contro-
ies realizados permiten afirmar qgue €stas reacciones fneron -

especificas para el grupo DNP.

Aunque el tamafio de la muestra es suficientemente -
grande para afirmar gue el porcentaje de positividad obtenido
(17.5%) difiere significativamente de cero, los titulos de --
1:2 y 1:4 en pruebas de hemaglutinacién no son generalmente -
considerados como inmunoldgicamente significativos. Conside-
rando-ﬁnicamente los titulos de 1:8 y mayores, obtenemos un -
porcentaje de 5.9% de positividad con un intervalo de confian

za (95%) de 3.9 a 7.9%.

Las altas frecuencias de actividad anti-DNP encon--
tradas indican que el porcentaje de inmunoglobulinas capaces-—
de reaccionar con DNP debe ser alto. Esto apoya la hipbtesis
de que el cambio tumoral en el mieloma mltiple ocurre al - -
azar, y que la observacién de altos porcentajes de proteinas-
de mielomas gque reaccionan con DNP es finicamente el reflejo -
de gue un alto porcentaje de las clonas de c&lulas plasmiti—
cas sintetizan inmunoglobulinas capaces de reaccionar con DNP.

En otras palabras, los datos apoyan la hipStesis de multiespe
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cificidad de los anticuerpos.

Para comparar nuestros resultados con el modelo ma-
temdtico de la hipbtesis de multiespecificidad, fué necesario
estimar valores de XK., para cada suero a partir de su titulo -
de hemaglutinacifn. Para &sto, estudiamos la correlacifn en-
tre titulo de hemaglutinacidn y concentracibn y Ko de los an-
ticnerpos, usando anticuerpos anti~DNP puros preparados en bo
rrego. Las frecuencias de actividad anti-DNP con respecto a-—
la constante de afinidad se compararon con las predicciones -

de Inman (Figura 15).

La curva obtenida a partir de nuestros resultados -
muestra un cierto desplazamiento hacia frecuencias mayores pa
ra valores de Kmhlentre 103 y 106 1t/mol, con respecto a la -
curva calculada por Inman. Este desplazamiento puede debersé
a una © varias de las siguientes razones:

a) Para inferir Kmina partir de titulos de hemaglutinacién,-
fijamos arbitrariamente un limite méximo a la concentra--
cidn de anticuerpos anti-DNP en sueros humanos. Si supu-
siéramos que la concentracifn de anticuerpos mixima fuera
el . doble (2 mg/ml), la curva obtenida se correria a la -
izgquierda y coincidiria mucho mis con la curva trazada —-
por Inman.

b) Para inferir Kmin a partir de titulos de hemaglutinacifn, supusi-
mos que el titulo de hemaglutinacién dependia linealmente de la Ko -
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de los anticuerpos en todo el intervalo de valores de Ko.
Es dificil precisar la validez de esta suposicién ya que-
finicamente contamos con anticuerpos cuyos valores de Ko =

iban de 1 x 10° a 4 x 106 1t/mol, aparte de la aparente =

sigmoidalidad observada gue ya se discutif en la seccifn-

de Resultados.

La sensibilidad del ensayo se determiné usando anticuer--
pos anti~DNP purificados disueltos en PBS. Es posible gque
en el proceso de purificacibn se inactive una cierta frac
cidn de los sitios activos de los anticuerpos, de modo --
que las concentraciones reales de anticuerpos activos en-
cada una de las fracciones de anticuerpos puros sean meno
res que las gue suponemos. Si este fuera el caso, los tf
tulos calculados para concentraciones de anticuerpos anti-
DNP de 1 y 2 mg/ml (Tabla XI) estarian por debajo dg?los—
reales, y las Ko necesarias para obtener cierto titﬁié se
rian menores que las anotadas en la Tabla XII. Por 16 -
tanto, los valores de Kminasignados a partir del titulo -
de hemaglutinacidn de cada suero (Tabla XIV) estarfan so-
breestimados y la posicidn real de la curva de la Figura-
15 se acercaria m&s a la predicha por Inman. Adem&s, es-
tudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado -
que la presencia de suero puede modular significativamen-
te la fijacidn de antigeno por el anticuerpo incrementan-

do Ko y 8»o.

d) La posicifn de la curva trazada de acuerdo al mdelo teSri
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co (Figura 15) dependerd tanto del determinante antigéni-
co de que se trate, como de la especie a gue pertenezcan-~
los anticuerpos. Inman escogid los parametros de su mode
lo de tal modo que la curva obtenida representara las fre
cuencias de constantes de afinidad de un conjunto de pro-
tefnas de mielomas de ratén, de las cuales el 1% fijaban-

DNP con una Ko mayor o igual a 10“ 1t/mol.

La forma de la curva obtenida (Figura 15) demues--
tra que la fraccibén de anticuerpos capaces de reaccionar-
con un determinante antigénico con constantes de afinidad
altas (mayores de 10°) es pequefia (0.02), y c¢émo a partir
de ese valor hacia constantes de afinidad menores esa - -
fraccidn va creciendo considerablemente. Es por ésto que
rara vez se detectan reacciones serolfgicas contra deter-
minantes antigénicos con los gue no se haya estado en con
tacto previamente. En la mayoria de los casos las inte---
racciones ocurren con una Ko por debajo del umbral de de-
teccidn, y la concentracidn de anticuerpos capaces de - -
reaccionar con una XK. suficientemente grande serd muy pe-

quefia para poder observar la reaccidn macroscSpicamente.

El modelo de Inman da una demostracifn cuantitati-
va de como la hipbtesis de multiespecificidad de los anti
cuerpos puede explicar satisfactoriamente la capacidad —=-

del sistema inmune de responder con un grado de especifi-
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cidad adecuado a un nfimero ilimitado de determinantes an-
tigénicos. E1 modelo se basa en consideraciones acerca -
de la probabilidad de gue ocurran un cierto ntimero de in-
teracciones de diferentes tipos entre un determinante an-
tigénico y el sitio activo de un anticuerpo. Tomando en-
cuenta las contribuciones de cada tipo de interaccidn al-
cambio de la energia libre del sistema, describe las fre-
cuencias esperadas con que ocurririn reacciones entre un-
hapteno escogido al azar y un conjunto grande de inmuno--
globulinas. EI1 hecho de gue nuestros resultados reproduz
can la forma de la curva tebrica no pfueba la hip6tesis -
de multiespecificidad. Sin embargo, nos parece un argu--
mento muy sugerente de gue el modelo y la hipbtesis se ——
acercan bastante a la situacidén real, principalmente to--
mando en cuenta que nuestros resultados representan.las -
frecuencias de actividad anti-DNP en una muestra grande -

de sueros normales.

Nuestros resultados involucran una serie de suposi
ciones y limitaciones (inferir Ko a partir del titulo de-
hemaglutinacién, dependencia lineal del titulo de hemaglu
tinacidén con respecto a Ko, determinacibn de la sensibili
dad del ensayo, etc.) a las cuales ya nos hemos referido.
Sin embargo, no creemos gue ninguna de ellas, en el caso-
de gue no fueran completamente ciertas, introdujera una -

modificacidn sustancial en los resultados de tal modo gue
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la concordancia con el modelo de Inman se perdiera.

Es imposible decir si nuestros datos concuerdan o -
no con resultados de estudios similares efectuados por otros
autores. Como lo muestra la Tabla XV, estos resultados han-
sido nluy distintos entre si. Posiblemente esto se debe a —-
que las sensibilidades de los diferentes métodos de detec- -
cibn usados son distintos. Sin embargo, es clara la existen
cia de anticuerpos anti-DNP en sueros humanos normales, los-—
que pueden ser demostrados en una fraccidn de los sueros que
oscila tal vez dependiendo de la sensibilidad del sistema de
deteccidn. Con un sistema lo suficientemente sensible para-
detectar anticuerpos en muy bajas concentraciones y/o de ba-
jas afinidades, muy probablemente se encontrari actividad ~--
anti-DNP en el suero de cualquier individuo. Nuestros resul
tados son originales en cuanto a gue son los finicos que defi
nen actividad anti-DNP en funcifn de una constante de afini-
dad. Para esta definicibn de actividad existe una predic- -
cidn tebrica.derivada de la hipStesis de multiespecificidad-
y nuestros resultados son, por lo tanto, criticos de la vali

dez de la hipbtesis.

La existencia de anticuerpos anti-DNP en sueros hu-
manos es dificilmente explicable en té&rminos de una exposi--
cibn previa al antigeno, puesto gue se trata de una sustan--

cia sintética que no existia en el desarrollo filogénico de-



(75)

Sueros positivos

- Método de deteccidn
Total de sueros % positividad de actividad anti-INP Referencisa

45/56 80% hemaglutinacidn 26
pasiva
4/4 . 100% retencifn por una 23

columna de DNP-ami
noetilcelulosa y -
elucidn con DNP-gli
cina

12/100 12% precipitacifn por 6
doble inmunodifusién
con conjugados DNP

-proteina
0/61 02 £ijacién de 3H-DNP 6
~lisina (mé&todo de
Farr)
25/25 100% aglutinacidn de bac 27
o terias recubiertas
con DNP

Tabla XV.~ Frecuencias de actividad anti-DNP en sueros humanos —--

normales reportadas. .
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la inmunidad y, por ende, no pudo actuar selectivamente. Em
pero, la posibilidad de gqgue la deteccidn de anticuérpos anti
~DNP se deba a una reaccidn cruzada con un antigeno descono-
cido pero muy frecuente no puede ser ignorada, aungue parece
poco probable ya gue el sistema DNP-anti-DNP ha sidep estudia
do gquizid mds gque ningfin otro y no se ha reportado ninguna --
reaccidn cruzada con algfin antigeno tan comlin que pudiera ex
plicar la alta frecuencia de actividad anti-DNP en sueros --—
normales. Ademds los antigenos con gue se han encontrado --
reacciones cruzadas con anticuerpos anti-DNP homogé&neos, son
diferentes para cada inmunoglobulina individual (3,28) por -
lo que es dificil pensar que exista un antigeno finico que --

fuera responsable de la aparicibn de actividad anti-DNP.

La hip6tesis de multiespecificidad de los anticuer
pos es cada vez mas ampl;amente aceptada a la luz de algunas
otras evidencias (10, 28, 29, 30, 31 y 32). Las implicacio-
nes bioldgicas de la multiespecificidad de los anticuerpos -
han sido revisadas y discutidas anteriormente (13, 30, 32 y-
33). Las principales son las siguientes:

a) Confiere al individuo (o a la éspecie) capacidad para res
ponder adecuadamente a antfigenos gue nunca hayan apareci-
do en la historia de la especie.

b) Preserva la capacidad de un individuo para responder con—

tra determinantes antigénicos gue hayan desaparecido del-
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d)

e)

£f)

9]

h)
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medio ambiente y gue eventualmente pudierah reaparecer.
El nfimero de genes necesarios en el genoma para asegurar-
1la capacidad de responder a cualquier antigeno s mucho -
menor que si se consideran anticuerpos monoespecificos.
DA una explicacifn de las altas frecuencias con gque se -=-
han encontrado actividades de anticuerpos y reactividad -
cruzada en proteinas de mielomas.

La heterogeneidad de inmunoglobulinas con gque responde un-
animal a un determinante antigénico, mis que una imperfec
cién es una ventaja, yva que confiere al suero inmune una-
mayor especificidad, al disminuir la probabilidad de réag
ciones cruzadas (Ver Fig. 1).

Unifica las propiedades de fijacidén de los anticuerpos --
con las de otras proteinas (enzimas, receptores de super-
ficie de las c&lulas, etc.), en cuanto a su capacidad de-
fijar en su sitio activo, moléculas con estructuras dife-
rentes entre si (12, 39).

Puede ser una explicacidn razonable para la presencia de-
anticuerpos "naturales" en sueros normales. A

Implica que cualquier individuo debe tener anticuerpos —-—
circulantes contra cualquier determinante antigénico con-
tra el cual sea capaz de responder, afin cuando no haya —-
existido un estfmulo directo. Esto resultaria en que un -
individuo gue haya estado en contacto con un nfmero gran-—
de de determinantes antigénicos a lo largo de su vida, ten

dria en circulacién un nfimero suficientemente grande de espe



(78)

cies diferentes de anticuerpos, de las cunales debe ha-
ber un cierto porcentaje que reaccione con un antigeno
escogido al azar. Estas reacciones raramente serian-
detectables por técnicas biogquimicas usuales, porgue -
las concentraciones y afinidades de estas reacciones -
serian bajas, pero pueden ser biolSgicamente operantes
y dan cuenta de el desarrollo ontogénico rapidisimo de
la inmunidad sin poderse s6lidamente demostrar un pro-

ceso de ‘exposicidn a numerosos estimulos antigénicos.

En fin, la hipb6tesis de multiespecificidad de los-
anticuerpos no solamente explica razonablemente algunas ca--
racteristicas de la respuesta inmune que son dificilmente ex
plicables considerando gque los anticuerpos sean monoespecifi
cos, sino que tambié&n d4 cuenta de otras caracteristicas que

confieren al aparato inmune una mayor eficiencia.
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V CONCLUSIONES

Se encontrd actividad anti-DNP en un 17.9% de sueros de-

humanos aparentemente sanos.

Este alto porcentaje indica que la clona anti-DNP es muy
frecuente y, por lo tanto, apoya la hipbtesis de que el-

cambio tumoral en el mieloma mfiltiple ocurre al azar.

Nuestros resultados son originales en cuanto gue son los
inicos que definen actividad anti-DNP en funci&n de una-

constante de afinidad.

Nuestros resultados apoyan la hipftesis de multiespecifi
cidad de los anticuerpos puesto que muestran concordan--
cia con una prediccibn tebérica derivada por Inman de la-

hip6tesis de multiespecificidad.
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