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RESUMEN 

La cooperativitla<l es un fen6meno que presentan 

la mayor!a de las proteínas que llevan a cabo 

reacciones <le fijaci6n. Y se define como la e~ 
pacida<l de estas moléculas de fijar más de un 
ligando en forma dependiente lo cunl redundo 

en una modificaci6n de la estructura y de los 

valores energéticos de la proteína que puede 
resultar o no en una motlificaci6n ostensible 

de su funci bn. 

llasta ahora los reportes sobre coopcrat ividad 
laan sido con ant icucrpos heterogéneos, en do!!_ 

de la presencia de un brazo ascendente en los 

trazos Je Scatcl1¡1rd es sin6nimo <le coopcrnti

vi<la<l. Sin embargo, este fcn6mc110 es consitle 

rada como producto <le t1n artefacto experimental 

por lu comunidn<l cicntíficn. 

Al utiliz¡1r u11 anticuerpo l1omog6nco producto 

de un h1bridoma, Je la clase G y ensayarlo 

por apagamiento de la fluorescencia y diálisis 
en equilibrio se comprueba que l~t coopcrntivi

<la<l existe por la prcsc11cia <le un l1razo ascen

dente en los trazos de Scntchard. Adem5s al 
compararse con un anticuerpo homogéneo dD la 

clase A, producto del m[cloma MOl'C-315, el 
cual no presenta brazo :isccndentc en los tra

zos de Scatchard, se confirma que el fcn6mcno 

es inherente a ca<ln mol6cula de inmunoglobuli 
na y que no es producto de la heterogeneidad 
Inicial. 
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I N T R O D U C r. 1 O N 

&Existe Cooperatividod en la Renccibn Antígeno-Anticuerpo? 

El estudio del rcconoclmiento y unión Pntrc protc(nas y otras 

moléculas es una munera de conocer su funcibn a nivel molecu

lar; del resultado de estos cstt1dios sabemos como interaccio

nan el grupo heme con la globino, el oxígeno con la hemoglobi

na, algunos metales con cic1·tns enzimas, la opsina con la rcti

nina, aniones con ;1lh6mina s6rica o con insulina, ciertos pig

mentos con la luna, la insulina con otras mo16cu1as ele insuli

na, algunus protcinas con ácidos nuc16icos, protc¡1~as co11 pro

teinos s61o para mencionar algunos ejemplos (SO ). El estudio 

de estas interacciones tiene un i11tcr6s n1t1y p11rtict1l;1r po1·quc 

generalmente determino un efecto biológico para la respiraci6n, 

la visi6n, la ¿1ctivi<la<l enzimática, cte. Una característica de 

las reacciones de fijr1ci6n que presentan enzimas, toxinas, ant! 

cuerpos, antibi6ticos, receptores de superficie y otros, es la 

especificidad, que es lo capacidad de. estas mol6culus paro int~ 

ruccionar con un número reducido de estructuras químicas y no 

con otra c~alquicra, nunque existan semejanzas estructurales 

( 311 ) • 
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Cuando las proteínas interaccionan con sus ligandos, en su may~ 

ría presentan efectos alostéricos y de cooperaci6n. La diferen 

cia entre estos dos efectos es que en el primero existe una al

teraci6n de la actividad química o biol6gica debida a Ja uni6n 

de una molficula distinta del ligando (Modulador) y en el segun

do una facilitaci6n de la funci6n del sitio activo por la uni6n 

del ligando a otro sitio id6ntico localizado en lo misma mncro

molécula, es decir el mismo ligando actda corno modulador. 

Se entiende por cooperatividad, al mecanismo mediante el cual 

al ser fijada una molécula(l igando) a otr:i 11.aJécula que posea 

un sitio activo o de reconocimiento, se induce un cambio canfor 

macional ya sea intramoleculor o intermolecular que hace que la 

molécula fije con mayor afinidad ~tra molécula de ligando. De 

aqul, que un aumento en el ndmero de sitios activos puede ser 

visto como cooperatividad, ya que significaría que los sitios 

que tienen baja o ninguna capacidad de uni6n pueden adquirirla 

a medida que se lleva u cabo la rcacci6n; esto es, su constan

te da afinidad puede aumentar a un nivel detectable. 

El caso de la hemoglobina es un ejemplo clásico donde la unión 

del grupo hemP con la primera y segunda mol&cula de oxigeno se 

lleva a cabo con la misma afinidad, mientras que la uni6n con 

la tercera y cuarta mol6cula de oxígeno se realiza con mayor 

afinidad. Lo cual hace pensar que lb interacción d~ una prote! 

na con m5s de un ligando puede ser dependiente, ya que la uni6n 

del primer ligando implica alguna modificaci6n de !u estructura 
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y de los valores energéticos de la proteína que resulta o no en 

una modificaci6n ostensible de su funci6n. 

Una de las manifestaciones de la respuesta inmune es la rcac

ci6n antígeno-anticuerpo, donde los anticuerpos séricos y de 

las secreciones son poblaciones heterogéneas de moléculas capa-

ces de unirse no-covalcntcmcntc n ~n gran nfimcro <le antígenos. 

Los enlaces en las interacciones antígeno-anticuerpo so11 del ti 

po de Jos puentes de bidr6geno, las interacciones hidr6fobas o 

apolares, las i6nicas, las de van_,:der Waals, Jos factores esté

ricos o las fucrz¿1s cst6ricas ~opul~ivus. Estas f11crzas campa! 

ten una propiedad común y es la de ser inversamente proporcionE_ 

les a Ja distancia entre los grupos que interaccionan. Se pos-

tula que estas interacciones tienen efectos sobre las propieda-

des de los anticuerpos que se ven asociadas con la generación 

de sefiales biológicas tales como la fijaci6n de complemento, la 

degranulaci6n de células cebadas, cte. 

De lo anterior se deduce que Ja afinidad seo considerada como 

la suma de las fuerzas, tanto de atrncci6n como de rcpulsi6n, 

resultantes de la lqferacci6n antígeno-anticuerpo en equilibrio. 

Por lo tanto la afinidad se considera como una medida tcrmodin~ 

mica de las fuerzas de atracción antígeno-anticuerpo )' se expr~ 

sa como Ja constante de equilibrio ( K ) en Jt/mol o como!:. Gº eq 

( óGº = -RTlnKeq ) en Kcal/mol. oe·esta manera un anticuerpo 

de alta afinidad tendrá un C> Gº negativo. Por definici6n se 

considera a la cooperativldad como un aumento en la constante 
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de afinidad. 

Hasta la fecha en la reacci6n antígeno-anticuerpo han predomin~ 

do los reportes para efectos alost6rlcos, tales como la habili

dad para disparar el sistema de complemento (2), la aparici6n 

de nuevos determinantes antig6nicos (27), los cambios en las 

propiedades de reactividod del fragmento Fe con receptores celu 

lares (48), cte. Actualmente se considero que no existen inte 

raccioncs entre los sitios activos de los anticuerpos hivnlcn-

tes, las cuales producirlan un aumento en la afinidad por el 

haptcno monoVlllcntc o en general por el antígeno polivalente. 

Sin embargo, algunas evidencias experimentales recientes, ¡111rc

ccn indicar que sí puede haber coopcrnci6n entre los sitios uc 

tivos del anticuerpo 1>ivalc11tc cuando 1·caccion:1n con h¡1ptcnos 

monovalentes, ant1gcnos polivalentes o en el caso <le sistpmas 

como el Je hormonas asteroides (8,lll,49 y 74). 

llastu ahora los estudios que se han hecho para invcstignr sí 

existe coopcrativi<la<l en la reacción untigcno-anticu~rpo, han 

sido desarrollados con anticuc1·pos hcterog611cos, ctl los que se 

demuestra coopcratividad por 1:1 presencia <le un hrnzo asccndc~ 

te en los trazos Je Scatchard o vnlores bajos de ligando unido 

( 49) ( Anexo ). Este brazo ascendente gcncrnlmente no se ob 

serva debido a que en la litcrnturo es costumhrc quitar los pu~ 

tos Je los extremos [exceso de anticuerpo y exceso de antíge

no) y s6lo se reportan los puntos intermedios que tienen una 

tendencia clara a descender en un Scatchard. Adcmtís, frccuen-



-5-

temente se trabaja con concentraciones mlnimas de haptcno , 

que oscilan e~tre 10" 6 M y un máximo de 10· 3 M, que son muy al

tas para poder detectar un brazo ascendente. Por otra parte, 

este fen6meno es poco aceptado en el &mbito científico, ya que 

est6 sujeto a mucha controversia. 

Por todo lo anterior, se ha postulado que este brazo ascendente 

sin6nimo de cooperatividad, sea un artefacto experimental. Do 

aquí que existan 7 posibles fuentes de artefacto que son: 

l. Diferentes tiempos de cquil1br10 para diferentes con-

ccntracio11cs do lignntlo. 

2. Rccupcraci611 v:1riablc de la marca radioactiva a l1ifc-

rentes concentraciones de ligando. 

3. Uni6n no específica <le ligando a X-globulinas. 

4, Retcnci6n pnrcinl <le! ligando despu6s de di&lisis ex-

tcnsiva de anticuerpos pttrificndos po1· cromatogrnf{u 

de afinida<l que han sido c!uldos con hapteno no radi~ 

activo. El ligando retenido puede competir efectiva

mente con bajos concentraciones de ligando rn<lloacti

vo y producir un brazo ascen<lcnte. 

5. Contaminaci6n radioactiva en Ja preparoci6n de DNP-11 

si na comercial. 

6. Concentraci6n <le Jos anticuerpos utilizados en el ex-

per !mento. 

7. Polimerizaci6n del ligando a conccntrncioncs en lns 

C\IU\t>s se detecta el brazo nsccn<lente (si el anticuer 
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po tiene diferentes ~onstantes de afinidad para 11-

gandos monoméricos y poliméricos) . 

De lo anterior se deduce que el fen6mcno que se presenta en la 

reacci6n antígeno·anticuerpo no es producto de un artefacto y 

es demostrable con una poblaci6n heterog6nca de anticuerpos. 

La hip6tesls de trabajo presentada en esta tesis es: 

Si el fen6mcno de cooperatividod se presenta en una 

poblaci6n heterog6neu de anticuerpos, puede que sea 

producto de la heterogeneidad per se o que existan 

subpoblacioncs de anticuerpos (homog6neas) que lo 

presenten. 

Para poder demostrarlo se tuvo qt1c elaborar un anticuerpo mono

clonal, esto es monoespeclfico (Anexo 2) con actividad anti-DNP 

y de la clase G para probarlo por Apagamiento de la fluorescen

cia y Diálisis en equilibrio y asl comparar los resultados obt."_ 

nidos con los datos existentes para una poblnci6n hetcrog6nea 

y de esa manera (lpoyar el que ];1 coopcrutivi<lad es un fcn6mono 

inherente a cada molécula que Ja presente. Debido a que no to

das las moléculas de anticuerpo Jo presentan, uGn teniendo la 

misma cspccifici<lad, como es el caso de la proteína del micloma 

MOPC-315 que produce un anticuerpo de lo clase A con actividad 

anti-DNP y que en esta tesis fu6 probado por Apagamiento de la 

fluorescencia ya 11ue sirvi6 como una mo16cula patr6n con rcspc~ 

to al anticuerpo monoclonal, debido a quu no presenta el fcn6mc 

no <le coopcratividad. 
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MATERIALES Y ~ffiTOIJOS 

Animales. En los experimentos realizados •e utilizaron ratones 

machos de la cepa BALB/c con edades entre 6 y 8 semanas, los 

cuales se mantuvieron en el biotcrio en cajas <le acrícilo con ta 

pa de rejilla metálico, a una temperatura de 16 a ZOºC y se ali

mentaron con tabletas de purina (Purina de N6xico, S. A., de C.V.) 

y aguo nd libitum. 

Prepnraci6n del inmun6geno z,,1-dinitrofenol-hcmocianinn (KLllJ. 

Para la inmunizaci6n <le los ratones se <lisolvicron 100 mg de car 

bonato de potasio (K 2co3¡ en 5 mi de aguo; a esta soluci6n se le 

agregaron 100 mg de hemocianina (Keyhole limpct hemocyanin, Cal-

biochem, La Jolla, CA) (Kl.11). Por otro lado, se tlisolvieron 

200 mg de 6cido 2,4-dinitrobencen sulfónico (Eastmon Kodnk,Roche! 

ter, N. Y.) (DNP) en 5 mi de agua <lestilatla tibia y se añadieron 

a la soluci6n anterior con agitaci6n constante durante 15 h en la 

obscuridad y a temperatura ambiente. Despu61 se dializó contra 

agua destilada con un poco de K2co3 hasta obtener un pi! de 7 a 

7.4. La conccntrnci6n de protelnn se <letcrmin6 por el m6todo de 

Lowry y col (37) y la concentraci6n de DNP por lectura de la den 

sida<l 6ptica (O.O,) n 363 nm en un cspe~trofotómetro (Hclger an<l 

Watts). 
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Inmunización de los ratones con·DNP·KLI!. 

La inmunizaci6n de los ratones se efectu6 mediante tres dosis. 

La primera con una conccntraci6n de 500 .J<g de DNP·KLll en O. 2 ml 

de una mezcla de solución salina isot6nica (SS!) y adyuvante 

completo de Freund (ACF) (Gibco, Gran Island Biological, N.Y.), 

por vía intraperitoneal (i.p. ). Treinta días después se les 

dió una segunda dosis de 500 .<tg de DNP·KLll en O. 2 rnl de una mez 

cla <le SS! y adyuvante incompleto de Freund (AIF) (Gihco) por 

vía i.p. A los siguientes 30 días se les administró la 6lti-

ma dosis inmuniznnte por vía intravenosa (i.v.), con u11:1 concc~ 

traci6n de 100 .J{g <le DNP·Kl.11 en O.Z ml de SS! estéril. Después 

de 4 d[as de la 6ltima dosis se <letermin6 en el bazo <le los ani 

males inmunizados la presencia de c61ulus formadoras de anti

cuerpo (CFA) mediante la técnica <le hem6lisis localizada en gel 

(Jerne) (29). Estas 6ltimas ademSs fueron utilizadas para la 

formacibn de hibri<lomas por el m6to<lo <le KHhler y Milstein (33), 

modificado por Gefter !' col. (23). 

Medios de cultivo. 

Para los experimentos se utilizaron medios <le cultivo prepara

dos <le varias formas a partir del medio <le Eagle modificado por 

Dulbecco (MEMO) con L·glutamina y glucosa en una concentración 

de 4.5 g/lt (Gihco), como sigue: 

AJ Medio <le cultivo incompleto (MC!). El MEMD fué suple

mentado con bicarhonato <le sodio (Nal!CO>) y N-2-hi<lro· 

xi e ti 1 piperazina Sci<lo N·Z-etanosulfónico [11Ei'ES), para 
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obtener una concentraci6n final de 0.24 M y O.OS M rcspe~ 

tivamente. El pll se ajustó a 7.2-7.4 con NaOll o llC! 0.2 M 

y se esteriliz6 por fi1traci6n en membrana Millipore de 

0.22.<( , conservúndose a 4°C para su uso posterior. 

B) Medio de cultivo completo (MMC). Cada 100 ml de medio 

contenían: 

ml de piruvato de sodio J 00 mM (Gibco IOOX) 

ml de L-glutamina 200 mM (Gihco lOOX) 

ml de nminoácidos esenciales 10 mM (Gihco 1 OOX) 

ml de una mezcla de pcnic ilina (!Oíl Ul/ml) y est rept~ 

rnicina (100 g/rnl) 

15 rnl de suero .fetal bovino (SFB) (Gibco) previamente 

inactivado a S6ºC durante 30 rnin 

50 1 de una soluci6n Je 2-mercaptoetanol (2-ME) 

5 X 10-S M. 

C) Medio de cultivo completo con hipoxantina, aminopterina 

y timidina. (llAT) 

El medio lfAT se preparó añadiendo una mezcla de hipoxantina-

timidina(llT) y aminoptcrina IX que se elaboraron de la siguic_!! 

te manera: La hipoxantina (llidroxipurina, Sigma Chcmical Co. 

St. Louis, MO) a una concentraci6n de 10 x 10-Z M se disolvió 

en NaOll lN y la timidina (Sigma) a una concentración de 1. 6 x 

to" 3 M en agua destilada. Se combinaron voldmencs de 100 ml 

de cada una de las soluciones y se aforaron a 300 mi. El pH 

se ajust6·a 9.5 y se esterilizó por filtraci6n a través de 
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membranas Milliporc de 0.45.tt éonserv6ndosc a -zo•c. 

La aminoptcrina (ácido f6Ifco-4-amino, ácido glutámico-4-amino2 

tcrol) (Sigma) se prcpar6 a una concentraci6n de 4 x 10" 7 M y 

se disolvi6 con NaOII lN. El pll de la misma se ajust6 a 7. 5-

7.8 con leido ac6tico IN. Se estcriliz6 por filtrnci6n a tra-

vés de membranas Milliporc de 0.45 y se conserv6 protegida 

de la luz B -20ºC. 

Soluci6n de 8-Azaguanina. 

La solución de 8-Azaguanina (8-Azo) (2-amino-6-oxi-8-nzapurina) 

(Sigma) se prepor6 o una concentrnción final Je 10- 4 M, se dl

solvi6 en baño María a 37°C por adici6n Je NaOll IM. El pll !;e 

ajustó a 9.0 con leido ac6tico IN. La esterilización se hizo 

por filtración en membranas Mil l íporc Je O. 22 A{ y se conservó 

a -ZOºC. 

Prcparaci6n de polictilenglicol. 

El polictilcnglicol (l'BG) tlc peso molecular 1000 (Sigma), se 

fundió y se csteriliz6 en autoclave durnnte 30 min a 15 libras 

de presión. Se mantuvo liquido en hafio Maria a SOºC y se mez

cl6 con un volumen igual de MCJ. El PEG al 501 se conservó a 

-zo•c. 

Células tumorales. 

Para la hibridizaci6n se usaron c6Julos de la línea tumoral 

SpZ/0-Ag-14 desarrolladas por Schulman y col. 164). E•ta Ji-
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nea no sintetiza cadenas de inmunoglobultna, es resistente a 

20 g/ml de 8-Aza; sin embargo, mucre en medio suplementado 

con HAT. Las célui'as tumorales se conservaron a -70ºC y antes 

de su uso se descongelaron en bano Maria a 37ºC, se rcsuspen

dicron en MMC y se mantuvieron durante 10 min a temperatura am 

biente. Postciriormcntc se lavaron por centrifugación a 250 g 

durante 25 min y se resuspendieron en MCC con 8-Aza, vcrificá! 

dese su viabilidad con azul tripano al 0.4', (Gihco) (7). 

Las células se distribuyeron en alícuotas de S mi en hotellas 

de plástico estériles <le 30 ml (Falcon/division, Oxnar<l, CA) y 

se incubaron u 37'C en atm6sfera h6meda y SI Je co 2. Coda <los 

dias se cultivaron a unn conccntrnci611 <le S x 10 4 c61ulas/ml 

en 5 ml y 48 h antes <le la fusi6n se tomó ml <le la concentra 

ción anterior y se llevó a 10 mi. 

Para la producci6n <le! hlbrido se sacrificaron por dislocaci6n 

cervical dos ratones inmunizados con DNP-K!.11. Los bazos se ob 

tuvieron as6pticamcntc, se colocaron. en ~na caja de Jlctri c~t~ 

ril de 60 x 15 mm (Falcon) que contenía aproximadamente 10 mi 

de MCI y se disgregaron con agujas de 25 x 16 mm. Estas c6lu-

las se transfirieron a un tuho <le plástico cst6ril de 12 mi 

(Falcon) y se dejaron a 4ºC durante 10 min. Posteriormente, 

el sobrcnndantc se pas6 a un tubo 11ucvo con el fin de eliminar 

!ns partes gruesos del macerado. La suspensi6n celular se· la

vó por ccntrifu;:oci6n a 175 Ji a 5ºC durante 8 min. Con In fi 
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nalidad de eliminar los eritro¿itos presentes en la suspensi6n, 

las células se rcsusupendieron en 5 ml de un amortiguador de 

TRIS con NB4c1 o.si, pH 7.Z y se mantuvieron a 4ºC durante 10 

min. En seguida se lavaron con MCI a 175 ll durante 8 mina 

4°C. Finalmente se resuspcndieron en NCC y se determin6 el nú 

mero de c6lulas viables. 

Fusi6n. 

Para la fusi6n de las células tumoral es )' los linfocitos de ra 

t6n, se mezclaron 10 7 células tumorales con JOB células de lrn -

zo, se centrifugaron • 17 5 R durante lo min y se lavaron una 

vez con ~lCC en las mjsmas condiciones. Al paquete celular re

sultante se }e adicio116 0.2 inl Je PEG :11 soi y se agit6 sua,rc-

mente durante G min; posteriormente }¡_¡ mezcla se centrifugó a 

125 1 durante 3 mln o tcmperoturo omhicntc. El poquetc celular 

se dejó reposar <lur:1ntc S min dcspl16s se rcsuspc11di6 cr1 5 ml de 

MCI y se ccntrifug6 r1uevn1ncnt0 a 175 ~ dtir:1ntc 8 min. J.:1s c61~ 

las se resuspendlcron en MMC n uno concentraci6n de ~ x 105 c6 

lulas/mi y se distribuyeron en pl;icas de microcul tlvo (~licrotest 

JI, Falcan) con una pipeta de S mi (Fnlcon), colocnndo Jos go-

tas en cada pozo. I.as placas se incubnro11 a 37ºC, con atm6sfc-

ra h6meda y 51 de co 2• A las 2~ h de cultivo se anadi6 una go

ta de llAT IX cada 48 h durante una semana y a la siguiente sem~ 

na las clílulns se alimentaron con una gota de ~l~IC. Tres días 

dcspu6s se examinaron los cultivos en un microsco¡,io invertido 

para determinar la cxistcnci¡¡ de híbridos. Lo~ híhri<l(Js f'xis-
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tentes se alimentaron cada 72 h con NCC y a 101 •obrenadnnte1 

se les determin6 actividad anti-DNP. 

La actividad anti-DNP en los sobrenadantcs de los cultivos, se 

determin6 usando los t&cnicus de hemaglutinaci6n indirecto o 

pasiva (HP) e inhibici6n <le la hemaglutinnci6n con DNP-Ficoll 

(IH). Para el acoplamiento del TNP a los eritrocitos de carne

ro (EC) se empleó el siguiente protocolo: Los EC obtenidos 

asópticamcntc 3 <lías nntcs Je ser ncoplallos, se co11scrvaron a 

4°C en soluci6n cst6ril de Alsever (22). Los EC se lavaron 3 

veces por ccntrifugaci6n a ·100 B <lur;111tc 10 1ni11 con un 11morti

guador de barbital modificado (ABMJ (22). Del paquete de EC se 

tom6 l ml y se :1fi:1<li6 ¡1 un vaso con ml de un amortiguador de 

cacodilatos 0.28 M, pll 6.9 (56) en el que previamente se disol

vieron 25 mg de &ci<lo 2,4,6-trinotrobenc6nico sulfónico (TNP) 

(Eastman). La suspensi6n se mantuvo en agitaci6n constante en 

la obscuridad durante 10 min. Posteriormente, los c6lulns se 

lavaron llDf ccntrifugnci6n a ·IDO R <lur;1nte 10 min con 35 1nl de 

ABN fria. Se <lió una segundo lnvadn en lns mismas condiciones 

pero con ;\BM que contcnL1 22 mg de glicilglicinu (Sigma) (39}. 

Finalmente, se lavaron n 400 g durante 10 min. El acoplamien

to de Jos EC ni TNP se prob6 con un nntisuero anti-TNP obtenido 

en borrego y previamente absorbido contra EC y descomplementado 

durante 30 min a 56'C. 
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Hemaglutinaci6n indirecta. 

Dn placas de hcmaglutinacibn (Dynatech Laboratories Alexandria 

V.A.) se agregaron 0.025 mi de cada sobrcnadante de los culti

vos hlbridos y 0.025 mi de EC acoplados a TNP. f,as placas se 

incubaron a 37ºC durante 60 min, se lavaron 3 veces por ccntr_! 

fugaci6n a 50 B durante 3 min con ABM y a continuaci6n se agr! 

garon 0.025 mi de suero anti-inmunoglobul ina de ratón diluido 

1:6, el cual había sido previnmcnte innctivndo durante 30 min 

a 56°C y absorbido con EC en bano de hielo durante 60 min. 

Las placas se incul1aron u tcmpcr:1t11ra ambiente 15 h. 

Inhibici6n de la hemaglutinacl6n con UNP-Ficoll. 

Para probar Ja especificidad de los sobrenadnntes de los culti

vos celulares, se trat6 de inl1ibir 1;1 rc;1cci6n empleándose so

luciones de DNP-Ficoll a concentraciones de 1000, 500,ZSO, 125, 

62.5, 31.25, 15.12 y 7.56-"(,g/ml. De estas soluciones se colo

caron en una pl;1ca de hemaglutinaci6n volúmenes de O.OS mi. A 

la vez, se ufia<licron O.OS ml tic cada uno de los sobrcnn<lantcs 

obtenidos de los cultivos celulares de c61ulas hibridas y O.OS 

mi de EC acoplados a TNP. Las placas se incubaron a 37ºC du

rante 60 min y dcspu6s se agregaron U.OS mi de suero anti-inm~ 

nog!obulina de rat6n diluido 1:6, que previamente hubin sido 

inactivado y absorbido. Finalmente las placas se incubaron a 

temperatura ambiente durante JS h. 

Ya probada la actividad nnti·DNI' de los sobrenPdantcs de las 

cblulas híbrid~s 1 6stas se rcsuspenJieron y ¡1justa1·1l!I pi1rn clo 
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narse. 

La clonaci6n se realiz6 por dos métodos: clonaci6n en agar bla! 

do y clonaci6n bajo conslciones de dilución limitonte. Para la 

clonación en agur blando se prepar6 agar (Difco laboratories, 

Detroit, Nlch.) al 2.51 en amortiguudor salino fosfntos (ASF) 

0.15 ~!, con un pll de 7.2 (22), el cual se esterilizó en auto

clave durante 15 mina 15 libras de prcsi6n y se mantuvo sin g~ 

1 i ficar en lrnño María a •J 1lºC. Por otra parte, los híbridos se 

colcct~1ron por centrifugación y se prepararon dos conccntracio

nesde células viables en ~IMC: 2.5 x 10 3 r 1,3 x 10 3 por ml que 

se mantuvieron en bafio de J1iclo. Se mezclaron vo16mcncs igua-

les Je agar y MMC enriquecido con ''º°' de Sl'B y se equilibraron 

en bniio María a 44ºC. lle esta mezcla se distril>Uy6 1 ml en ca

da pozo lle una caja de cultivo de z,1 pozos (Micro liell, Falcan) 

y se dcj6 gelificar durante 10 min. Durnntc este tien~o se mez 

claron 0.5 ml de cad;( un11 <le 1as sL1spcnsioncs cclt1la1·cs con 

ml de aga r-NMC 4 0% y se adicionó 0.6 mi a c.:1da pozo. .Las cajas 

se incubaron a .3 7°C con atm6sfera húmed'1 y S'?u de COZ" Después 

de 8 ¡¡ 15 días de incubnción, las clon:is se scpn ra ron del ag;tr 

blando por medio de unu pipeta Postcur, se colocaron en cojas de 

cultivo de 24 pozos y ~e incuha1·on en J¡1s contlicioncs anterio

res. Los cultivos se observaron en un microscopio invertido 

<lcspu6s d0 4 u 8 dfas, para ver si hnbía crecimiento celular. 

Los paz.os que mostrnron cultivos con crecimiento npnrcntc, se 
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ensayaron para determinar la actividad anti-DNP mediante hema

glutinaci6n pasiva. Las clonas positivas se congelaron a -70°C. 

Para esto, se lavaron una vez por centrifugación a 175 & con 

MMC durante 8 min. El paquete celular se resuspendi6 en 1 ml de 

MMC y se colocó en viales estériles de 2 ml (PRO-VIAL Cooke, 

Dynatech) en un volumen de 0.5 ml de células y O.S ml de mezcla 

criosc6pica (42). 

En el caso de Ja clonación por dilución limitante, se prepar6 

un soporte de macrbfagos. Para ello, 3 días antes de la clonn

ci6n se incubaron 5 ratones con 3 ml <le aceite mineral (Nujol, 

Plough de México) por vía i.p.. El día de In clonncibn los rat~ 

ncs se cxsanguinaron, con el objeto de disminuir la contamina

ción del exudado con eritrocitos. ·lnme<liatnmente después Jos 

animales ~e fijaron a una placa <le corcho por las cuatro ex

tremidad~s y el abdomen se desinfectó con alcohol etl!ico al 

70%. Se inocularon en Ju cavidad peritoneo! con 3 mi Je solu

ci6n salina balanceada (SSB) (22) con JO U/mi Je heparina (Sig

ma <le Móxico), se aplicó masaje en la porte <lors11l con unas 

pinzas durante 2 m1n; la piel del abdomen se scpar6 y se practi 

c6 una pcqt1cfi;1 incisi6n pai·a extraer con un:1 pipeta 11astcur la 

mezcla de SSB y Ja suspcns16n obtenida se ccntrifug6 a 400 1 

durante 10 ruin. El sobrenadante se decantó y el paquete celu

lar se lav6 tres veces con SSB. Las c61ulas se resuspen<lieron 

en MMC, se detcrmin6 el nGmero <le c6lulas viables y la suspen

sión se ajust6 a 2 x 10 5 c6Julas/m1. Las c6Julas se <listribu-
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yeron en cajas de cultivo de 24 pozos, en alícuotas de 1 ml en 

cada pozo y se incubaron 48 h a 37°C, on atm6sfera de húmeda y 

5% de co
2

. 

Las c&lulas se ajustaron a una densidad de 10 c6lulas por ml 

de manera seriada a partir de una densidad de 1 x 104 células/ 

mi. De Ja suspens16n de 10 c6lulas se tom6 0.1 mi y se coloc6 

en cada pozo de la caja a la cual prcviamcnt<' ~e habían adhe

rido los mocr6fagos. Las placas se incubaron a 37ºC, en atm6s 

fer húmeda y S% <le co 2 . Despu6s <le ~ a 8 <lías de incubaci6n 

se vcrific6 q11c las clon11s tuvieran 11ctividad anti-DNI' mediante 

la t6cnicn de hcmnglutinaci6n pasiva y de las clonas positivos 

se eligi6 una puro lo expansi6n y el resto se congel6 a -70ºC. 

La cxpansi6n Je la clona se cfcctu6: 111 vivo e in vitro Para 

la expansi6n in vitro se cultivaron 100 ml de c6!ulus a una den 

si<lad inicial de 3 x JOS c6lulas/ml, en botellas de 30 mi a 

37ºC, con atm6sfera h6meda y SI de co 2. A los 8 días de lncubu 

ci6n, las células se colectaron por centrifugación u 2SO ll_ du-

rantc 10 min, se subcultivaron de igual ma11cra y el sobrenadan-

te se conserv6 a -ZOºC para In ulterior purificación del anti-

cuerpo. 

La cxpansi6n in vivo se hizo en ratones a los cuales' se les in-

yect6 por via i.p. 0.5 ml de Pristan (2,6,10,14-tetrametilpent! 

decano, Al<lrich, Milwaukee, Wis.). Después de 23 días se ies 
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inocularon 3 x 104 células y a l
0

os 18 dfos se sangraron para ca!!' 

probar la presencia de anticuerpo• en circulaci6n mediante hema

glutinacibn. Los aninales desarrollaron 7 dias despu6s lfquido 

de ascitis, el cual se extrajo por drenado de la cavidad perit~ 

neal. El liquido se mantuvo en fria durante 30 min y se centri

fugb a 400 g durante 10 min. El sobrena<lante se conscrv6 o 

-20ºC para la purificaci6n posterior de los anticuerpos. 

Purificaci6n Je los anticuerpos. 

Se utilizaron diferentes t6cnicas parit la purificnci6n de los 

anticuerpos, las cuales se enuncian a continuación: A) Precipi

tación <le inmunoglobulinas t:into Je los sollrcna<l¡tntcs de culti

vo como del líquido 'le ascitis. l.11s inm11noglohulinas se preci

pitaron con una soluci6n saturada Je sulfato de amonio (SSA), 

para lo cual se mezclaron volúmenes igual es de cada muestra con 

SSA a pll 6. S; se incubaron con ngitaci6n constante 1lurantc 60 

min a 4ºC. Las mezclas se centrifugaron :1 5900 f liura11tc 10 · 

min. Los precipitados se rcsuspcn<licron 1:20 con respecto al 

volumen original en agua destilada y se dializaron durante 3 h 

contra agua destilada; dcspu6s durante 24 h contra ASF 0.01 M, 

pll 7.2 (22) y por último con ssr hasta que los precipitados es

tuvieran libres de iones sulfato, lo cual se corrobor6 mediante 

lá adici6r, de cloruro de bario al lOt y llCl diluído a una alí

cuota del dializado. Finalmente, se determin6 Ja concentraci6n 

de proteína por lectura de D.O. a 280 nm. 8) Ahsorci6n de los 

anticuerpos con actividad anti-ílNP a ílNP·lisina acoplada a SCf!'_ 
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rosa 4B (Pharmacin, Piscataway, NJ.). Unicamente se procedió 

a la absorción con Sefarosa 48, de los anticuerpos presentes 

en la muestra procedente de liquido de ascitis. Para ello, o 

la Sefarosa 4B previamente activada (40) y acoplada a DNP-lisi

na (57) se le adicionó la muestra y se incub6 en la obscuri

dad durante 15-18 h a lil tcmp~!aturn ambiente y con agitaci6n 

constante. A continuaci6n la Scfarosa se filtró en un cmbu<lo 

BOchncr "C" y el filtrac.lo se rccupcr6 par.:1 corroborar la incxis 

tcncia <le :1nticucrpos co11 :1ctivid:1<l :111ti-DNJl n1c<li¿111tr <lol>lc in

munodi fusión (Dlll) (63) y hemaglutinaci6n. Postl'riormente la 

Sefarosa-nnticucrpo se lavó con BSF 0.01 M, pll 7.2, hasta climi 

nar las protcí11:1s :1llsorbiJ;1s inespccificamc11tc :1 Ja Scfarosn, 

comprob&ndose esto mediante la lectura de la D.O. n 280 nm. 

La separación del conjugado DNP-anticuerpo de la Scfarosa se hi 

zo cluycndo el anticurrpo de l:t Scfa1·osn con ttna so1l1ción de 

DNP 10· 2 M. Para ello se incubaron la Scfarosa-anticuerpo con 

50 mi de solución de DNP 10· 2 M durante 60 min a temperatura 

ambiente, con agitaci6n sunve y e11 J¿1 obscuri<ln(I. En seguida 

se filtraron en un embudo lHichncr 11 C11 y se lavaron con 50 ml <le 

la mismo soluci6n. El filtrado se concentró 10 veces por ultra 

filtraci6n con amicón (Membranc Dl/\FLOX M 100 000 MW, AMICON 

Corp. Lexiton MASS) y se determinó la concentruci6n de proteína 

mediante el método de Lowry )' col (37). C) Separación de los 

anticuerpos del ONP mediante cromatografía en columna de inter

cambio i6nico con DOWEX J. Paro lo separación de los anticucr-
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pos del hapteno se utiliz? una columna de 1.7 x 30 cm en la 

cual se empac6 DOWEX 1 (1 x 8400 chloride form, Sigma) previa

mente hidratado. La resina se lav6 con 250 ml de acetato de so 

dio al 10\ y posteriormente con agua destHada hasta el pll del 

agua. Finalmente, se lov6 con ASF o.o! M, pH 7.2, hasta tener 

en el eluído el pll del amortiguador (7 .2). La muestra se pas6 

por la columna y se eluy6 con el mismo amortiguador·, colect6ntl_c>_ 

se fracciones de 3 1nl. Por Óltimo, se dctcrmin6 1:1 concc11tra

ci6n de prote!na y DNP presentes en las fracciones mediante lec 

tura de O.O. a 280 y 360 nm respectivamente. Las alícuotas que· 

contenían los unticuc1·pos se 111czclu1·on y conc0ntr:1ron ¡1or ultr~ 

filtraci6n con Amic6n. Posteriormente se Jctcrmir16 1;1 concc11-

traci6n <le protci11a por el n16t0Jo <le l.ow1·y y col. (37) y la ;1c

tividad anti-DNP por hemaglutinaci6n y DID. 

Dcspu6s de la separación del hapteno DNP de los anticuerpos,· se 

analizaron 6stos 6Itimos mediante electroforesis en gel <lepo

liacrilami<la en condiciones reductoras (ER) con <luodecil sulfa

to de sodio (DSS) al 10, (72). Por otra porte, poro determinar 

1 tipo de inmunoglobulino producido por la clono expnn<li<lo, se 

empleó la técnica de DID y el uso de sueros 1iofilizndos anti

inmunoglobul inus de ratón (Miles Loboratorics !ne. Elkhart, 

Indiana) producidos en conejo contra los clases lgM, lgA e lgG 

y las subcl11ses de JgG correspondientes o lgG 1 , lgG 2 , lgG 2b e 

lgG 3. 
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Finalmente, se analizaron los anticuerpos obtenidos para detcr 

minar la naturaleza homogónea de los mismos, mediante la recni 

ca de isoelectrocnfoquc (IEE) (34 ,43). 

Anticuerpos del Mielomn MOPC-315. 

En los experimentos de fijaci6n se us6, paralelamente a lo Ig 

producida por hibrldoma, otra Ig homog6nea producida por un mic 

loma de ratón. Esta proteína es de Ja clase A y tnmbi6n fija 

DNP (18) y fué un obsequio <lel Dr. Israel Pecht del lfoismann 

Institute of Sclnnce, Israel. 

Preparación de la solu~i6~_<IE _ _!!_"j>teno é-3-<1-
311-2 •±.::2.!.!1...!_trofeni_!. 

L-1 is ina. 

Se usó una solución de 311-llNP-J isina (Ncio England Nuclear, Mass) 

con activi<la<l especifica <lo 3.4 Ci/mMol se l1icicron <Iilt1cioncs 

p¡1rn ol>tcncr clifcrcntcs conccntrncioncs de l1nptcno. 'fnll13 I 

La radiactivillad total se estimó en cnd;t una de líls soluciones 

poniendo en un vial [fr:isco de polictilcno) :,o-'t.I tic c;ida solu

ción y agreg&ndose JU.O mi de Hray (nnftaleno 60 g; PPO 4 g; 

POPOP 0.2 g; metano! IDO mi; etilenglicol 20 ml; Jioxano llevar 

a 1 lt; 1a r¡1di:1ctividad se determinó en un cont:1do1· <le ce11tc

llco Nuclear Chicago Murk ff. 

Octerminacl6n de los constantes de ofini<lad. 

Tanto al ¡111ticuerpo obtenido de mielom• (fgA) como al producido 

por el m6todo de hihri<laci6n (lgG 3J se les dctcrmin6 la constan 
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T ¡\ B L A 

CARACTERJSTICAS IJE !.AS SOLUCIONES DE DNP-LJSJNA UTILIZADAS EN 
LOS EXPERIMENTOS DE rIJACION DE DNP-LISINA POR ANTICUERPOS ANT.!_ 

DNP 

Concentración 
molar total 
de 311-DNP-lisina 

5.90 X 

2.95 X 

l. 47 X 

7.35 X 

3.67 X 

1.83 X 

9.10 X 

4.55 X 

2.27 X 

1.38 X 

6.90 X 

3.95 X 

CPM 

DPM 

Eficiencia 

10-5 

10-5 

10- 5 

10-6 

10-6 

10- 6 

10- 7 

10-7 

10- 7 

10- 7 

10-8 

10- 8 

Cl'M DPM Eficiencia 

3.62 X 106 2.22 X 107 

1. 98 X 10 6 l. 11 X 10' 

9. 84 X 105 5.55 X 106 

4.98 X 105 z. 7 7 X 10 6 

2.41 X 10 5 1.38 X 106 

l. 23 X 105 6.93 X 105 

5.76 X 104 3. 46 X 10 5 

2. 95 X 10 '1 J. 7 3 X 10 5 

l. 47 X 10 4 8.67 X 104 

8.00 X 103 4.33 X 104 

3.67 X 103 2, 16 X 10 4 

l. 93 X 10 3 J. 08 X 104 

1= 

Desintegraciones po~ minuto reales 

Desintegraciones por minuto te6ricas 

CPM/DPM 

Eficiencia promedio 

16.30 

17.83 

17.72 

17.97 

17.37 

17.74 

16. 64 

17.05 

16. 95 . 

l 8. 4 7 

16. 99 

17.87 

17.408 
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te de afinidad promedio (K
0

) por el m6todo de apagmiento o ex

tinci6n de la· fluorescencia (70), de acuerdo a la t6cnica des

crita por Eisen y McGuigan (19). 

Este método se fundamenta en que las moléculas de anticuerpo 

·presentan fluorescencia (debido principalmente a los residuos 

de triptofano) cuando son irradiadas con luz ultravioleta a 

295 nm de longitud do onda, emitiendo luz cuyo mAximo Jo intc~ 

sidad se encuentra a 345 nm aproximadamente. Cuando el ligan

do (DNP) se haya unido específicamente a la molécula de :1nti

cucrpo, 1:1 c11crgia rucliantc cmitid:1 por los rcsi<lt1os de t1·ipt~ 

fano del (o cercano al) sitio :1ctivo es transferida intrnmolc~ 

cularmc11te :11 lignnliO 11nido, ciada su ccrcinf¡¡ y oricntaci611 e~ 

paciul. El ligando pt1ctlc librr:1r energía nbsori>i<l;1 de vnriilS 

maneras (vibración, emisión a longitud de ondas mayores, etc,). 

El resultado fln:1l Je estos 11roccsos es c¡ue 1:1 flt101·csccncia 

de los :1nticuerpos se ve <lisminul<l:1 (apagad:1) en proporción di 

recta a la cantid:1<l de ligando que tenga unido. 

Si conocemos el 1>or ciento de la fluorcscc11cli1 i11ici:1] que se 

:1pngu cu:1n<lo todos los sitios activos estdn s:1turn<los (QNnxl• 

podremos determinar, pura cado conccntruci6n <le hapteno (lit), 

ln cantJ<l:id Bl, l¡uc se cncucntrn uni<la n los anticuerpos, con~ 

cicu<lo así el por ciento <le la fluorl'sccncia inicial apagada 

(Q). La concentraci6n de lrnpteno 1 ihre (11) se cnlcul:1 restan

do n In concentración de hnpteno totnl ln concentr:1ri6n de hn~ 

tena unido. (11 •lit - B). lle estn m:1nera, conociendo la caneen 
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traci6n de hapteno (10 y la fracci6n de los sitios activos que 

se encuentran ocupados r = B/S
0 

= Q/QMax ) , podemos calcular 

para cada punto, los parámetros de la ecuaci6n de Hill y la de 

Scatchard (13,62). A partir de la gráfica de Hill, podemos cal 

cular la constante de afinidad K
0 

y el coeficiente de llil! (C.11.) 

para homogeneidad de los anticuerpos. 

Las mcdicinncs <le fluorcsccnci~1 se rcnliz¡1ron en un cspcctrofo

t6mctro Aminco-liowman, con monocromadorcs para sclccc ionnr las 

longitudes de onda de la luz <le excitaci6n y <le emisión y con 

un dispositivo para mantener constante ln tcmpc1·atur~1 de la ccl 
da (22ºC). I.as longitudes <le onda de cxcitaci6n y <le cmisi6n 

usadas fueron 280 y 355 nm respectivamente. Se colocaron en la 

celda 1.5 ml de una soluci6n de anticuerpos <le concentraci6n co 

nocida (0.08 mg/ml aproximadamente) en ASF y se registr6 la 

fluorescencia cuando alcanz6 un valor estable. l,;1s tnuestras s6 

lo se expusieron a la luz excitadora en el momento <le hacer las 

lecturas. Progrcsiv:imcntc se mlicionaron volúmenes pequeños de 

concentraciones conocidas de hapteno (0.005 mi) en el mismo sol 

vente. Despu6s de cada adici6n de hapteno, se agit6 y se regi! 

tr6 la fluorescencia a11tcs <le l1nccr lil siguiente ndici6n, }1asta 

completar un volumen de 0.120 ml. 

El valor de QMax se dctcrmin6 anadion<lo una solución de hopteno 

lo suficientemente conccntra<l~1 para s11tur11r los sitios activos 

de la globulina en estudio, midiendo el apagamiento y haciendo 

una correcci6n para determinar el apagamiento debido al haptcno 
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libre. Para hacer esta corrección se afiadi6 a una soluci6n de 

inmunoglobullnas lnespecfflcas Ja misma concentraci6n de hapte

no. Esta correcci6n por el apagamiento debido ol hupteno libre 

se hizo para coda uno de los puntos de la titulaci6n. 

Para comprobar que el efecto observado no era producto de una 

cin6tlca y odemds que las lecturus corrrespondirntes para cada 

punto eran leídas al tiempo adecuado, se midió el efecto de la 

conccntraci6n media de l1aptcno en una soluci6n ele ¡1nticucrpos 

de conccntraci6n conocida (0.08 mg/ml) o diferentes tiempos 

(O hasta 3h). 

A cada valor Je fluorcsccr1cia se le rc~t6 la flt1orcsccnciu de 

un blanco de solvente y se multiplicó por lo fracción de incre

mento de volumen (Volumen final/Volumen inicial) poro corregir 

el descenso en la fluorescencia <lcbiclo ¡¡ la tlllttción de la mues 

tra. Los valores se normal izaron dando el valor de lOOt de Ja 

fluorescencia lncial ya corregida. 

El apagamiento (Q) paro cada concentración de hapteno, se dete! 

minó restando de 100 el valor de 1;1 fluoresccnriu corregid~ y 

normaliza<ln. 1,a fr;1cci6n <le sitios ¡1ctJvo~ qL1r están ocup¡1dos 

en cado punto, es igual a Ja fracci6n de apagamiento obtenido 

( r = Q/QMax = P/S
0 

) • Lo concentración de 1 i gando unido (P) 

se calcul6 multiplicando la fracción de sitios activos ocupados 

(r) por la concentrnción total de sitios activos (5
0
), la cual 

corresponde ¡1 dos veces In concentraci6n molar de protcin~. 

En este cu50, dado que los anticuerpos fueron lgG de rat6n 
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(PM 160,000), S
0 

se calculó a partir de la concentraci6n de 

proteína en mg/ml, dividiendo entre el peso molicular y multi

plicando por dos. 

La concentraci6n de hapteno 1 ibre (11) se obtuvo restando a la 

concentración total anadida (Ht), la concentración de hapteno 

unido a los anticuerpos (B). Por ejemplo, tengamos el siguien· 

te caso: 

F
0 

fluorescencia inicial = 95 

r
8 

fluorescencia del hlnnco de solvente 

Volumen incial = 1.5 mi 

Concentracibn de anticuerpo = O.OS mg/ml 

Adiciones de hapteno: O.OUS mi de una soluci6n 1.6 x 10·5i.1 

QMax = SO 

F1 = fluorescencia <lcppu6s de la primera a<lici6n de hae 

ten o 93 

Fl FB X J.505/1.5 = F 91. 273 le 

F FB ----- 100% o 
I' 

F ----- F In 
le In 

Q 100 - Fln = 100 - 98.1 = 1.9% 

r = Q/QMax 1.9/50 = 0.034 

91.273 X 100 -------
93 

98 .1% 

p r X so r X (0.08 X 2) 
(160 000) 

3.4 X 10" 8 M. 

-6 
( Ü • 034) X ( !. 0 X ] 0 ) = 

= (J.6 X 10-S X 0.005) 
lit 

1. 505 
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Es decir, en este caso, tendrfamo• 1.9 x 10· 8 M de ligando li

bre (H) y 3.4 x 10· 8 M de ligando pegado a nnticuerpo (B). 

~ M6todo de ajuste y slmulnci6n. 

Las constantes de asociaci6n K1 y K
2 

fueron calculadas por un 

m6todo iterativo de ajuste, utilizando la regresión de pegado 

sobre ligando libre. K1 y K2 representan la• constantes de aso 

ciación p11so u paso para el sitio primero )' segundo respectiva-

mC'ntc (21). El ajuste sr calcula <le :1cucrdo a la siguil'ntc 

ccuaci 6n (S9): 

( 7 ) 

Donde By 11 representan la concentrnci6n total de ligando pega

do y ligando libre y A
0 

la concentraci6n molar de anticuerpo. 

Los valores <le K1 , K2 y A0 fueron sccucnci11l1ncntc mo<lificados 

hasta que la suma tic los cuadr:1<los de J¡¡s <lifcrcnci11s entre los 

valores de B experimentales y los valores de B c:1lculallos tlr la 

ccuaci6n fueron llevados al mínimo. Las primC'ras conjeturas pn-

rn el proceso de ajuste se c;1lculnron de 1:1 const11ntc <le nsoci~ 

ción promedio (K
0

) que se estimó de una grSfica de Sips de los 

puntos experimentales. Uno curva simulada 1e traz6 utilizando 

los valores obtenidos del proceso de :1justc c11 un. trazo de 

Scatchard j~nto con los puntos cxpcrimcntnlcs. La curva simL1ln 
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da se traz6 do acuerdo a la siguiente ecuaci6n (59): 

H ºt·A0 +[(A,._:_!!tl
2 

+ 4K 1!K¡ B~ 
2K 2(2A

0 
- Bt) 

( 8 ) 

la cual se obtuvo de la ecuaci6n ( 7 ) , resucl ta para H y to

mando el signo positivo de la raíz cuando 11 = O y cuando B = O. 

Los valores para H se calcularon para cada valor de B y la re

laci6n B/11 se grafic6 contra los valores de B. Es importante 

hacer notar que K1 y K2 en este modelo corresponden a las cons 

tantcs de asociación secuenciales, las cuales ,Jificren de la 

constante de asociaci6n intrinscca por un factor estadístico. 

Do aquí, si no hay interacciones los sitios son idénticos con 

respecto a su afinidad intrínseca por el hapteno, entonces 

4K 2 = K1 6 /3= 4K 2/K 1 . Sifi> 1 implicu cooperatividad positi

va y¡J< 1 implica coopcrativi<la<l negativa. 

Diálisis en equilibrio. 

Este modelo está basado en la impermeabilidad de una membrana 

de di5lisis (celulosa) a una macromolécula y a la difusi6n li

bre de un ligando (molécula pequeña) a través de la membrana 

(76). En esencia, el m6todo consiste en poner en un comparti-

mento un volumen de proteína de concentraci6n conocida separa-

do de otro por medio de una membrana semipermeable y en el cual 

se coloca un volumen de ligando de concentraci6n conocida. Tan 

to la protelna como el ligando se encuentran en el mismo solven 
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te. Cuando la didlisis ha alcanzado el equilibrio se miden 

las concentraciones de ligando en ambos compartimentos. En el 

equilibrio la concentraci6n <le ligando libre en el lado de la 

cámara que contiene la proteína es igual ni que se encuentra en 

la otra cámara que no tiene protc1na. 

El valor de la conce11truci6n en lu c61nara si11 protc(n¡t represe~ 

ta el ligando libre en equilibrio y el valor en la otra cSmara 

representa el ligando total o sea, el que se ha pegado en la 

proteína y el que se encuentra libre. En la ecuac i6n (1) la 

concentruclbn molar ele 1 iganclo l ihre la representamos por (11) y 

la concentraci6n molar ele 1 igando pegado por (B). Una serie <le 

estos pares de valores es obtenida para i1n rango npro¡1ia<lo de 

ligando, entonces los tintos pueden ser tratados de manera que su 

trazo nos de una curva de fijac16n. 

Puesto que las moléculas de proteína constituyen una especie 

cargada no difusible, la difusión <le especie~ iónicas entre las 

cámaras cstfi sujeta al efecto de Donnnn. En 111 prhctica este 

efecto es reducido a un v11lor <lcsprcci11blc en soluciones isot6ni 

cas 1 las cuales son t1sa<las normalmente en el manejo de anticuer

pos. En general, una fuerza i6nic11 <le 0.1 es suficiente pura ha 

cer insignificante el efecto ele Donnan. 

El tiempo requerido paru ulcunzar el estado de equilibrio varia 

con la temperatura, la naturaleza del ligando y la distribución 

de 6ste entre las formas lihres y pegadas. El tiempo mlnimo en 

alcanzar el. equilibrio pt1l'lle ser dl'terminado drnlizan<lo solucio 
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nes de ligando contra el solvente y midiendo sus concentracio

nes en ambos lados de lo membrana en función del tiempo. Perío 

<los largos son gcncral1ncntc convenientes para :1scgurar que se 

alcanzó el equilibrio. 

Es necesario trnl>aj;ir co11 b:1j:1s conccntr11cioncs de lignndo pot·

quc las concentraciones usn<las de r1rotcí11:1 son pcc¡ucfias. Si la 

conccntraci6n de ligando cxcc<lc gru11clcmcntc la co11ccnt1·:1ci6n <le 

proteína, la conccntraci6n de lig;1ndo pegado ncccsari;1mcntc se

rá baja en relación a la concentración de 1 igando tot~l y la di

ferencia <le concentraciones en ur10 y otro lado ele 111 1nc1nbr:1na 

será pequeña para medirla con exactitud. Por lo anterior In 

conccntraci6n <le ligando debe se1· <lcl 1nis1no orden de 1nognitu<l 

o menor que la conccntr¡1ci6n <le protc(na. J1or cst:1 raz6n, para 

diálisis en equilibrio gcncrulmentc se us11n lig11n<lo r·ucli~ctivos 

o que absorban fucrtcmntc en la región visible. i\<lcmfls, este 

m6to<lo est5 limitado paro ligundos que sean lo suficientemente 

pcqucfios para difundir libremente :1 trav6s <le la mcn1b1·ana; tam

bi6n la proteína estfi sujeta a un limite determinado en cuanto 

a su tamaño. 

Para determinar la concentraci6n apropiada <le anticuerpo o uti· 

lizar, se hicieron inmuno<lifusioncs dobles en agar con la glob~ 

lina nnti-DNP <lilul<la hasta 1:128 y Jos diferentes diluciones 

del DNP-KLll, <le 1:2 hasta 1:32 (Fig. l ), 

Por medio del método de diálisis en equilibrio, s0 c:llcularon 

los estimados <le ligando 1~11rc y pegado, nrccsnrio~ p:1r¡1 dcter 
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F I G U R A 

En esta figuro se muestran In• doble 

inmunodifusioncs en agur de la inmu

noglobul lna anti-DNP (IgG 3J dilul<ln 

1:128 y las diferentes diluciones 

del DNP-KLll, de 1 :2 ha1ta 1 :32. 
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minar las constantes de asociac'i6n y el número de sitios de fi

juci6n, para la reacci6n específica hapteno-anticuerpo. Los ex 

perimcntos se realizaron en un aparato de multidiálisis (Fig. 2 

fabricado en el centro de in•trumentos de la U.N.A.M. el cual 

consta de 3 módulos de lucita, con 3 c6maras de difilisis por m~ 

dulo. f,a diálisis c11 cquilibrjo se lleva a c¡1J1c1 <le l¡1 sigt1icn

tc manera: 

(!) Lavado y preparación de equipo. Los m6dulos de lucita se 

colocan en un recipiente y se dejan lnv¡1ntlo :11 cl1or1·0 <le agua 

de la llave durante 2 dfas después de cad;1 experimento para el.!_ 

minar residuos ra<li¡1ctivos. Ocspu6s se l1:1ccr1 Vilrios c:1mbios de 

agua destilada y por 6Itimo se cnj11;1g¡1n con agu;1 l1i<lcstila<l¡1 

desioniza<la y se scc:1n con aire. 

Las membranas <le <li~lisis se hierven tres veces con agt1:1 dcsti· 

lada cambiando el agu¡1 dcspu6s <le cnd~1 cll11Jlici6n. 

Par~1 montar los m6<lulos primero se les r>nne :1 los empaques una 

capa delgada de Silic6n (Sigma) y a las membranas se les quita 

el exceso de agua con una gasa y se coloca11 entre ca<la m6clulo. 

Por 6Jtimo se ponen los tres m6dulos en el apnrato. 

(2) Colocaci6n de las soluciones. Catln c~mar:1 <lP <li~lisis tic 

ne un orificio de coda Indo de ln memhrnna por donde se inyecto 

la muestra con una jeringa autom~tica de Volumen const:1ntc 

(llamilton, Reno, NV.). De una "ºlución de prot<'Ír1" 1:64 (0.07 

mg/ml) se inyecta ron 10011 en uno de 1 os 1 ª"º' de cnda una de 
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FIGURA 

La Figura 2 muestra un aparato multillializa<lor. 

En la Figurn (a) se observa el motor y el eje 

donde van montados los m6<lulos de lucita, -

apareciendo 2 de ellos y In mctt~rnna de celulosa 

sobre la mesa y un módulo instalado. También 

se ven las 8 c61n:Lrns para di~lisis que tiene 

cada módulo. En la Figura (b) se observan los 

Z orificios de una <le las c6maras de <li~lisis 

por las cuales se inyecta la mu0stra. Ln mem

brana de celulosa separa un compartimento <le 

otro. 



(a) 

lb) 
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las cámaras del multidializadór, mientras que en el otro lado 

se coloca el mismo volumen de las soluciones de ligando (311-

DNP-l is). Los orificios de las cámaras se tapan con cinta ~d

hesiva, Los estudios se hacen por duplicado. El aparato se 

coloca en un cuarto frío a 4°C y se agita autom6ticnmentc. La 

diálisis se prolonga de 70 a 80 h para asegurar que alcance el 

equilibrio. 

(3) Toma de la muestra. Con la jeringa autom6tic;i se toman 

50 'fl de cad;i lado de las 24 dmaras comenzando del lado del 

ligando de concentraci6n más baja y despu6s, <le! lado de la 

proteína empezando con la soluci6n que cst6 en cont;1cto con 111 

del ligando mfis diluida. Cada una de l;is muestras se ponen en 

un vial y se agregan 10 mi <le liquido <le Bray, se agitan y se 

cuentan. 

Del lado donde no hay protelna se obtienen las cuentas por mi

nuto (CPM) del ligando libre (11) y del lado donde hay prote.ína 

se obtienen las CPN del ligando pegado (H) u In protelna ha

ciendo una resta del libre, es decir: 

[ (B) + (11) ] - (11) (B) 

Las concentraciones molares se obtienen por la fórmula: 

(11) o (B) CPM x 1/60 x 1/nctividaJ especifica x !/eficiencia 

x volumen de un litro/volumPn de la muestra. 
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RESUl.TAIJOS 

Cinética de respuesta a DNP <le los ratones inmuniza<los con DNP-Kl.11 

Para determinar en los ratones inmunizados con ON!'-KLll la prcse~ 

cia del mayor n6mero de CFA producidas contra DNP y definir por 

este medio el día mfis propicio para llevar a cal>o l;i fusi6n, se 

rcaliz6 una cin6tica <le respuesta a DNP los <lías 3, 5 y 8 flOstc-

riorcs a la inmunizaci6n. [>¡trn cada dctc1·1ninaci611 se cm¡1lc:1ro11 

3 ratonc.s inmuni zndos por v1a i .p., con una dosis <le 500 "'fg de 

DNP-KLll en 0.2 mi ele SSI )' ACF (v/v) y tres ratonc·s normales, o 

los cuales se les <lctcrmin6 el número Je CFA ¡101· el n16to<lo Je 1:1 

hcmbl is is localizada en gel. Como puede verse en la Fig. 3 entre 

los d{as 3 y S se prcscnt6 un mayo1· 11ún1cro <le Cf=A; por consiguic~ 

te se eligi6 el d[a ~ <lcspu6s de la Última dosis inmuniznnte 

paro llevur o cubo la fusi6n. 

Fusión. 

Se cultivaron 5 x 107 células de hozo de rotones inmunizados, en 

volúmenes de 5 ml en MCC que conten(a 100-<fg/ml de l ipopolisacá-

rido (LPS) de Lscherich\!!__~!.. durante 24 h. Al transcurrí r es

te tiempo se fusionaron las células de bazo con los células tum~ 

rales, en presencia de PEG y fueron cultivadas a una concentra

ci6n de 4 x 105 células/ml. Después de IS días de la 1nducci6n 

de la fusión, se hizo aparente 1n pl"Csencia de colonias de hlbr..\_ 

dos, las cuales aparecieron en 72 de los 109 cultivos, lo que 

equivale a uri 65\ de cultivos con colonias de híbridos. l.os so-
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F I G U R A 3 

Cin6tica de la respuesta a DNP determinoda 

mediante la t6cnica de hem61isis localiza

da en gel, en 3 rutoncs normales y 3 rato

nes inmunizados con 3 <losis de DNP-KLll. 

Se presentan CFA promedio determinadas con 

GRC acoplados a TNP menos CFA determinadas 

con GRC normales. 
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brenadantes de todos los pozos con crecimiento visible, se ens~ 

yaron para detectar la presencia de actividad anti-DNP mediante 

hemaglutinaci6n pasiva. La frecuencia de detección de hibridomas 

positivos fué de 38 que corresponde a un 34.86%. 

Clonaci6n. 

Una vez que se detectaron los hibridomas positivos, se determinó 

la viabilidad de las células de una sola colonia positiva (#26), 

In cual se eligi6 ni azar. En esta colonia se obtuvo una densi

dad de 3.7 x lOS c6lulas/ml, a partir de la cual se efectu6 una 

dilución semilimitante, por cultivo de 370 células en 0.1 mi, en 

cajas de cultivo n las cuales previamente se les habla adherido 

una monocapa de c6lulns peritoncales obtenidas de rat6n. Ocho 

<lías <lcspu6s los sobrcn~1dantcs de SO cttltivos se ensayaron por 

llP y de ellos 36 fueron positivos en su respuesta a DNP. Al pr~ 

barse estos mismos por 111 con DNP-ficoll, 11 resultaron franca

mente positivos a DNP. De estos 11 cultivos, 7 fueron clonados 

por la técnica del agar-blando . Tabla II . 

Por otra parte, se tom6 la colonia número 32 de los 36 que fue

ron inicialmente positivos y se clon6 por la técnica de la dilu 

ci6n limitante. En esta colonia se tuvo una densidad de c6lulas 

viables de 1.49 x 106/ml, la cual se ajust6 o una densidad de 

1 x 10 4 c6lulas/ml, que se Jiluy6 Je una manera seriada hasta te 

ner una concentrnci6n de 10 c~lulns/ml. De ésta Óltima se culti 

varan SO pozos con uno c6lulo. Al probar la actividad anti DNP 

de los sobrcnadontcs de los SO cultivos, 3 de ellos presentaron 
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TAllU IJ 

CULTIVOS POSITIVOS EN SU RESPUESTA A DNP LOS CUALES SE CLONARON 

POR LAS TECNICAS DE AGAR-BLANDO Y DILUC!ON LlM!TANTE 

Método <le Clonnci6n N0 • de Cultivo Células via 
bles/ml (xllf 5) 

C6lulas para Clonas po 
clonar(xl0-3) sitivas 

Dilucibn 
Scmilimitante 26 3.7 3.7 36ª 

31 2.5 6.0 
33 2.3 ó.O 3 

34 l. B 9.0 
Agar-blandob 35 1. o 5.0 

37 4. 1 B.O 
38 5.9 9.0 
39 2.1 7. o 

Dilución 32 14.9 c 17,29,36d 
Limitan te 

a 

b 

c 

d 

De los 36 cultivos que resultoron positivos 7 se clonaron por 
la técnica de bgar-blando y 1 por diluci6n limitnnte. El res 
to de los cultivos s~ congelaron. 

Las clonas 3, 7 y 8 se expandieron in vitro y los cultivos que 
resultaron positivos se congelaron. 

Se efectuaron diluciones scriodas a partir de 1 x '104 células 
por mi hasta tener una densidad <le 10 células por mi 

La clona 36 se expandi6 l_!!. vivo e in vitre. Las clonas 17 y 29 
se congc·lnron 
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respuesta positiva por hemaglutinacj6n, por lo que se cligi6 la 

clona número 32 para hacer la cxpansi6n. 

Expansi6n. 

La clona seleccionada se ~xpandi6 in vitro hasta obtener una den 

sidad celular de 3 x 10 5· por mi. Se obtuvieron las c6lulos y el 

sobrenadante. Este óltimo mostr6 nctividad anti-DNP, por lo que 

se conscrv6 para la purific.1ci6n posterior <lel ilntic11c1·po. L:1s 

c6lulas se subcultivaro11 p¡1ra 1:1 rxpansi611 in vivo. 

Purificación de los an!icucrpos. 

l.a prccipitaci6n <le inmunoglobul inas del 1 Íquida de ascitjs y de 

los sobrcnadantcs de los cultivos celulares con SSA uport6 168 

mg/ml y 5.2 mg/ml de inmunoglobulinas respcctivnmcntc. De estas 

inmunoglobulinas se scp¡tr6 In JgG ¡1or cromatograf(3 c11 coll1mn:1 

de DEAE-celulosa Fig. 4 r.:1s fr:1ccior1cs se sometieron ;1 IEF y 

mostraron una sola bnn<la que se idc11tific6 corno lgG Fig. 

Por otra parte, al prob;1rsc ambas fracciones por llP prcscntnron 

actividad anti-DNP con títulos <le 1:128, igualmente, ln nctivi-

dad anti-DNP se corrobor6 en Dfll usunJo como antígeno Je pr11ebn 

al DNP acoplado a }1crnocianina. Con esto~ n11tcccdcntes se p11do 

proceder a la ahsorci6n de los ;1nticucrpos ¡1nti-DNP rncdia11tc 

DNP-lisina acoplada a scfnrosa, lo cual se hizo evidente eles-

pués de incubar la muestra con la scfnrosa, r:1 que en el filtra 

do no pcrsistia actividad anti-llNP, indicando q11c los :inticucr

pos hahian sido absorbidos a 1~ scfaro~;1. Postf'fiormentc se 
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F 1 G U R A 

Perfil cromutogr~fico en columna con DEAE-

celulosa de las in1nunoglol>ulinas ¡1rccipit~ 

<lns con solució11 suturad;1 ,fe sulfato de 

amonio. 

A Curva Je clt1ción <le las inmu11oglobuli

nas de líquido de ascitis. 

B Curvn de cluci6n de ]¡1s inmunoglohuli
nns <le sohrcnn<lantes <le cultivo. 
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FIGURA 5 

Inmunoelectroforesis de las inmunoglobulinas 

obtenidas de asci tls tlc rat6n y de sobrenndn!!. 

tes de cultivo. 

lnmunoglobulinn tlL• líquido de nscitis 

Inmunoglobul ina de sobrcnndnntc de medio 

d" cultivo 

Anti- IgG de rat6n 
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efectu6 la separación del conjugado DNP-anticuerpo de la sefarosn 

Y.Se aisl6 de este conjugado el anticuerpo. Esto óltimo se con

cret6 al pasar el conjugado DNP-anticuerpo por una columna de 

cromatografía de Dowex !. La curva de cluci6n se muestra en la 

Fig. 6. 

Ya separados los anticuerpos del haptcno DNP, los primeros se 

concentraron y ensayaron para determinar la presencia de activi

dad nnti·DNP mediante D!D con DNP acoplado n diferentes acarrea

dores Fig. 7. 

Caractcriznci6n de los anticuerpos. 

Se analizaron los anticuerpos mediante ER con 2-NE en gel de 

ncrilamida DSS al 10~ Fig. 8. El producto secretado por ln clo

na cxp¡1n<lida prcscnt6 c11 to&los los casos el pi1t1·6n c~1ractcristi

co de una inmunoglobul i1rn. En In ER el ant icucrpo producido pr.i: 

sont6 unn pureza confiable, lo cual fué corroborado mediante el 

empico de t6cnicas m5s finas. 

Por otro parte, mediante el en~Jeo de antisucros contra las dife 

rentes clases de inmunoglobul .inas y DID Fig. 9, se encontró que 

el anticl1crpo obtcnJ<lo de liquido de ascitis pertenece a un:1 ln

munoglobulinn de lo suhclnsc JgG
3

• Finalmente, se cncontr6 por 

JEE que la muestra analizada contiene anticuerpos <lrl mismo pun

to isocléctrico Fi¡:. 10. 

~engnmiento de Ja fluorcr.c;~<:l~· 

Se realiza ron l"nsa)'OS de apagamiento a ca<la uno de los anticuer-
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FIGURA 6 

Perfil cromutogr6Cico en columna con 

DOWEX-I del conjugado DNP-anttcucrpo 

obtenido <le líquido de ascitis. 
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FIGURA 7 

Dobleinmunodifusi6n del anticuerpo purificn<lo de li

quido de ascitis de rat6n ( pozo centrnl ) frente a 

varias diluciones ( l. concentrado, 2. 1:2, 3. 1:4, 

4. 1:8, 5, 1:16, 6. 1:32) <le diferentes ncnrrcndorcs 

acoplndos a DNP (pozos pcrif6ricos]. 

a. DNP-albúminn humana (fracción V ) 

b. DNP-albúrnina de conejo ( frncci6n V ) 

c .. DNP-garnma globul ina humana (fracción lI 

<l. DNP-albúmina bovina (fracci6n V ) 

e. DNP-hernocianina (KLfl) 

f. Acarreadores sin DNP (a,b,c,d y e l 

" ... '~-~ .. 
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IFRGURA 8 

Electroforesis reductora en gel de polincrilnmidn 

con 2-mercnptoetanol y DSS nl 10~. 

A Patr6n de pesos moleculares 

8 IgG cerdo 

C Anticuerpo monoclonal control 

11 ¡ Anticuerpo obtenido de 1 iquido de 
11' ascitis purificado 

11" 

a Cadenas ligeras 

b Cadenas pesadas 
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FIGURA 9 

Doble inriunodifusión del anticuerpo 

purificado de 1 !quido de nsci ti s de 

rat6n frente n antisuero~ de rat6n 

producidos contra liis diferentes el~ 

ses de inmunoglohulinns del mismo. 

lgA 

lgM 

-·· 1-..·, 
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F J G U R A 1 O 

Isoclcctroenfoque del anticuerpo purificado <le líquido 

de ascitis <le rat6n, c11 condiciones reductoras. 

A Corrimiento en anfolinas de pi! 3 a 10 

ll Electroforesis reductora en gel <le po!iacrilami<la 

con 2-mercaptoctanol y DSS al 101 

a Cadenas pesadas 

b Cadenas ligeras 
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cuerpos. Las Figs. 11, 12 y 13 muestran los porcientos de ap~ 

gamientb de la fluorescencia en funci6n <le la conccntraci6n del 

hapteno presente tanto para unas ~-globulinas heterog6neas, co

mo para la IgG 3 y la IgA. Graficando fluorescencia contra hapt! 

no total o Q contra hapteno total se obtuvieron los valores de 

QMax' para el primer caso se resta del lllO'. el valor del punto 

donde la curva tiende a mantenerse o en el caso de Q vs. lit don

de lo curva se tiende, esto es el Villor del intc1·ccpto con las 

ordenadas. En las Tablas I I I a V se anotan los resultados Je 

los ensayos <le fluorescencia pn1·:1 los anticuerpos probados, ns( 

como los valores que se ncccsita1·011 p:1r:1 calcl1lar los ¡1¿1r6mctros 

de las ecuaciones de ScatcharJ, Sips y Ilill a purtir de los val~ 

res de fluorescencia obtcniclos. l.a JgA n1ostr6 u11:1 extinción <le 

fluorescencia m5s clcv3<lo en comparaci611 con )¡15 otr:1s dos inmu-

noglohulinas probadas. 

Para corrohorar que las lecturas obtenidas no estaban influídas 

por el tiempo. Se mldi6 el efecto de 6ste utilizando una solu

ci6n de anticuerpo conoci<l:1 a la cual se le agrcg6 una concentr~ 

ci6n media de hnptcno. Como puede observarse en la Fig. 14 no 

existe vnrinci6n apreciable en los tiempos medidos (O a 3 h ), 

Diálisis en equilibrio. 

Por esta tficnlca s61o se cnsay6 la lg~ 3 • los resultados que se 

muestran son de un ~olo experimento, aunque se hicieron varios 

pero con resultados muy crrfiticos. En la Tnhlo VI se muestran 

los valores para el cálculo de lo~ par6mct1·os de ln~ ccu11cioncs 
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F I G U R A S 11, 12 y 13 

En estas figuras se muestran las curvas <le 

Apagamiento de lo fluorescencia para ca<ln 

uno de los anticuerpos utilizados. 

•) ¡¡ -globulinas hctcrog6ncas 

b) lgG3 
e) lgA 
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6 -6.{l2 -o. 1.:s 

ll. 056 %.S 88.2 s. 7b X u<~ 91. 5.1 R,:,,19 ll .1750 2..83 X 10. 1 
2 .92 X 1u·' U.97tJR 1.b2 ' 10

6 
·b.S3 -o.n.n 

o. 060 %.O St¡,7 6. h!'1 X 10 90.2:? !l. ú35 n.53S3 3.19 X }(). ~ 3. ~ s X 1 n · ~ o.nzei l. s ~ X 1n6 - (1, ~6 o.(){¡\ 
n. 116·1 9'.i.S HS.2 H.17 X ~ :: : ; HB. H9 10."30 0.5%3 3.5.\ ' 10·· ,J,62 X 11!. ! IJ.i6ti7 l. ~ 8 1u" ·(J,33 O. lW 
0.068 9S. 11 R•l.O ~¡ . 5 s ' 87. R l 11. SB'l o. ú 13."\ 3.8\ " 1 !l ~ : s.-:.1 X 10" 1 n.66.\S l.12 10

6 
·ó. 21 o. ZJ.1 

o. 072 9.\.S R~. S l, 09 X 1n· 11 86 .. 1(¡ 12.7\11\ o.:-o;;;, .\,17 X 111 h. 81 ' 10:= (l,(J}23 1.03 X llJ6 -(i. lb o. 3'.!l 

o. 07(1 9.\.$ 81. 5 l. 23 X 10" 6 8S. fl3 13.7(1\I (J, 7(,.\ 3 .1.:,1 X 10 '.',8,, ' :;:-7 
O,)/{ill 9. 7h ltJ(i -(J.\11 o.:,1u 

o. 080 g~. o Rl.O t. :rn X 1u· 6 RS .. 12 l.l.830 (1, 7hH3 .1.s2 X 10 ~) .. \ 3 X (). 1H 13 8.22 X 10~ ·b. 03 O. Sílt 

o. 08-1 93. 5 8(),0 J.Sh X 10-<1 
Hl.·IR 1) .. \.)0 O.R02 l ., .71 ' 111 !. 09 ' 

iu·ú (J.'13119 7.:H ' ~ :: t: .,,. !lt1 o. tilh 
o 088 93.0 79.! \,/.) ·' 1(1-b 83, !JlJ l.1.7110 o. 821-1 l. 81 X lll 1 . 26 X 10"' !l.381S (¡ • ~,¡ X .r,, 89 11 • ~. 2:J 
ll.1192 g~. s i8 . .: 1. ~q ' 

1u·l1 !13. ()~ 1:-..11n ll. 8 :, ~. 9 :i.llll .X '" l. 11 ' 
10-h 11. 3:,21i (l,U:'I X !(): -: •• 1.;.¡ o. ~ :-.i 

ti.O% 9 1 . ~" ,¡,/ 2. ()!} ' 
1u·h Ol.7:; 1 ~. ll ){) ll.8:l,.19 1. ~; {¡ ' 111 l .[di ' 

1u·f, o .. '\ll2h : .. 1 ~) ' l 11~ -:, . :- ~l u.~ ll) 

0.1110 91. () 77.0 l..26 ' 
10-h 82. l ~ 15 .. '\80 D. tL'i ~ 7 1 . 9(1 X 111 l. 77 X 

\[)·{1 (]. 2803 ·1.82 X 1 u~ - .• ,!.) u.:-w 
o. 10·1 90. ll 711.S 2 •. \7 X 10" 6 

81' 80 1: •• 0011 (t. fi:'",33 ., .R3 111 l . 99 ' 
1o·í1 (),2·121 1.17 X 1 o~· -.'l.'.'11 ll.(J\fJ 

0.1118 69. 5 7b. u l.. ()8 X 10' 6 Hl.·17 15.08(1 o. H.rno l. e.1 111 z 2tl X 111·1> n. 2200 3, R!I X 10: <1.úS o. - ¡j 

0.11 z 89. ll ::..2 2. 89 X 10·(¡ 80. 87 15. 450 (l.85.B ·l.!Vi X lll ,\() X 
1u·f1 n.20CJ3 3,Si X 1 \) ~l ·5.CJ2 ll.7&:! 

n. 116 SA.S H.7 3, 1 o X 
10-ú f,ll,5.'\ l5.S·10 o. fl632 .J. 9ú X lll 2.hll X 10· 6 (J,lfl07 .'\,31 X lll" -5.58 (l,';'!!J 

ll.120 88.11 H.2 3. :rn X tn-f' RO. El IS, 630 o. 8681 .\ . ~1 8 X 111 2.81! X 10 ·ú Cl.177-1 3.09 X 10:1 -:-,,55 o. 8 ¡g 
o. 124 Si. n 73.7 3. 52 X io·fi '7 9. B ~1 1 ~l. l 30 o. 8·161 •\.RI X 111 3.ll·I X 

tn -{, n,g93 2. 7H X 1 ()~ -.r1,.'ll o. - ·~l 

o. 1 ZA 86. 5 73.2 3.7-1 X 10·(· 79. Sil 15 .. Sl.O 0.8510 ,).Rú X líl 3. 25 X to "6 n. HD2 2.(d X to" -5.-18 o. 7~{1 

0.132 IH.1.ll 72.2 3.96 X 
J[l·(¡ '78, 61 15. 99(1 {), 8882 s.011 X 111 3 .. \5 X 10· 6 O.lHi:, 2.s; X ~ ~ ~ ·.í.H1 o. !lllJ 

o. 136 86, il "l.l 1.17 X 1n· 6 78,26 1 (1. ~ 7 {) n. 92n;, : .. 23 X 10 3.(1.) X in ·h n.1<112 2.:1'!. -S.·13 1. 0111 

o. 14!1 SS.O 71. 2 ·1.39 X tu ·fi 77. 90 16.\R'.' n. B9R7 :..ll9 X 10 3.88 ' 
lll·fl 0.131:! l. 31 10 5 ·.1.H IJ. 9 IS 

11.IH 81.tl 67. 5 6, 81 X 111" 6 7:'i. 98 16. ú7ü (1, 92;,9 5.23 X 111 h.29 X lo ·6 t!.0832 1 .. 17 :::~ -; .. 111 ~ .ur 
0.148 77. o 6·1. (l 9. 22 X 111· 6 70. 31 lfJ.8811 o. 9380 ~ •. 2 !) ,'( 111 8.íi9 X 1u·Ci 0.1!{108 l .{17 -;, ,0(1 \. ¡-;-9 
o. 152 7 3. :~ hll.7 l. 16 X lo· 5 h6. 91 17.3Sll (). 9(137 '•"" ' 111 t.\O X 10· s O.tH89 B.7n X 10 1 ·l.9!l 1.-1.?l 

Qmax . 18 



VI 

1), ººº 
0.004 

0.008 

o.01z 

0.016 

o.ozo 
O. OZ4 
ll. 028 

O. 03Z 

o. fl36 

ll. ll-10 

o. o 1·1 

[). 0.13 

u. 052 

O. USf1 

u. 060 

o. 064 

O. 06B 

0,07Z 

o. 076 

o. 08() 

o' 08·1 
\J, Uo"li 

o. 092 

11.096 

o. 100 

o. 104 

O. lOR 
o. 112 

u. l 1C1 

o. 120 

u. 124 

o. 128 

(), 131 
u. 136 

o. 140 
o. 144 

o. 148 

o. 152 

O. ISú 

o. 160 

0.164 

o. t6B 

o. 1 H 

FB 

90.0 

89.S 

89.0 

89,0 

88,S 

88.0 

87' s 
87.S 

87.5 

87 .o 
87 .o 
86.0 

86.0 

85. 5 

85.5 

as.u 
as.o 
i:,1.5 

8.1, o 
fl3.0 

8J,0 

81.5 

til, u 

81, s 
81.0 

81. o 
80.5 

"'º·o 
so. o 
79.!:J 

79. o 
iS. S 

78. o 
77' 5 
17. o 
76. 5 
75, 5 

75' o 
74. 5 

74. o 
73. 5 

n.o 
72.0 

7 t. 5 

FA 

90.0 

89. o 
88.0 

67 .o 
86. o 

SS. O 

84. o 
8Z.o 

81.0 

79. o 
78. o 
76. o 
73.5 

71. 5 

69. s 
67. s 
65. o 
6J' o 
61. u 
59. {) 

57. u 
SS. O 

SJ. O 

5 t.() 

•19. o 
~8' o 
46. r 
H.5 
13.0 

41.S 

40. 5 

39. o 
38. o 
37.0 

36.0 

35' o 
34 .o 
34 .o 
33.0 

32. O 

31. 5 

JO, 5 

30.0 

29. o 

Qmax • 67 

1.06Z X 10' 8 

2.118 X 10-S 

5, 254 X 10-S 

1. 93S X 10-B 

l.060 X to' 7 

1.326 X 10·] 

l. 590 X 10.] 

l. 852 X 10-? 

2. 291 X 10·] 

z". 727 ). 10 " 7 

3, 161 X 10°] 
·7 

], 593 X 10 

J. 022 X 10.¡ 

•l. 669 X 10-] 

s. 312 .\. l ll
07 

5, 954 X 10'? 

Ú. 588 X I0 0
7 

7, 221 X 10 -] 

8. 067 X 10 -] 

8 • .S!lO X tn' 7 

9. i·16 X }(l.¡ 

\. 058 X \0- (¡ 

) , 17(1 X }0-{¡ 

l. 25 2 X 10- (¡ 

1.362 X l{l-ú 

1..\72 X 10-(¡ 

1.581 X lQ·Ó 

1.690 X 10' 6 

l. 8.H x 10·h 

1. 97(1 X tn'" 
2. 118 X ltJ·(¡ 

2.259 X 10" 6 

2.401l X lü·Ó 

l. 602 X 10° 6 

l. 804 X 10-(¡ 

3.000 X 10·(¡ 

3.204 X 10" 6 

3. 402 X )0° 6 

3.63•1 X 10· 6 

:.L 864 X 1 ()·(¡ 

4.094 X 10" 6 

4.323 X 10-(¡ 

4, 550 X 10" 6 

TABLA V 

Q R ( B ) 

99.15 00,5587 0.0083 7.318 X 10°
9 

98,30 1.1240 0.0167 1.468 X 10° 8 

95.70 3.•1090 0,0508 4,419 :<. 10° 8 

94.83 4.01100 0.0597 5.171 X 10° 8 

92,81 (i.2860 0.0938 8.105 X lO·R 

91.92 7.4290 0.1109 9.553 X 10.g 

89,88 9.1950 0.1372 1.179 X 10·
7 

88,93 10.3400 !1,1544 1.323 X 10°
7 

86.92 11.6300 U.1736 l."24 X 10° 7 

IM.Z8 1·1..'13()0 U.2169 1.850 X 10·? 

RZ.2ll lú.3700 ll.24H 2.079 x 10·? 

R0.11 18.7100 0.27!H 2.369 x 10°
7 

78.00 20.5900 0.3073 Z.600),. 10·
7 

75.30 B.530() 0.3512 2.%4 X 10' 7 

73.17 25.4'\00 0.3798 3.197 x 10' 7 

71.03 27.3800 0.4087 3.432 X 10° 7 

(J8.88 28.9200 0.4316 3.lllS X 10·? 

66. 71 31. 3.lOO O. ·1675 3. 906 X 10' 7 

{14.53 33. 330!) 0.·1975 4.lH> x tu' 7 

(>2, J.\ 3'.'i. 3700 ti. 5278 •1, 308 X l()- 7 

úll. ! .\ 37, •\200 0. S'.',8(1 •\, fJ31 X 10° 7 

:,7,93 39.5100 0.589h .\,877 x 10- 7 

'.°>6.B!l .\0.7'100 O,h081 5,017 x 10 

;,5, 2S ·12. 2·100 ll. 630·1 S. 188 X 10 ·
7 

53.00 .).\, 3800 {]. fib23 5. 437 X 10- 7 

Sl.35 .\6.2500 !l.6903 5.653 X 10·
7 

·19.68 ·17.8000 o.713·1 S.827 r 10· 7 

48.0() •\9.3700 0.7369 6,()l).j X 10· 7 

·lú.92 50.3.!00 ll.7'.>10 ú.)lJ.) x to" 7 

•15,83 :.!.2300 íl.7fi:d {¡,2\lfl X }(l 

H. 73 5t.9Sllll n. 7753 ó.271 x 10· 7 

43.63 53.250ll 0.79·17 6.U2 x 10 

4z.s2 ;,.1.2soo n.8097 ci.517 x 1n- 1 

.\J • .\0 5·1. 9700 U. 8204 6. 587 X 10 · 7 

-11.51 5·1.6700 0.8159 6.535 x 10·
7 

·10.3.<l S5.í'OOCl ll.831-1 6.6•13 X 10· 7 

39.25 s6.7óOO o.s.111 6.752 x 10· 7 

38.73 57.1•100 0.8529 6.782 X 10° 7 

37.59 58.2200 0.8689 6,893 X 10- 7 

37.07 58.3300 t),8706 6,890 X 10·] 

35.92 59.4400 0.8872. 7.004 X 10' 7 

35.38 59.3900 0,8934 7.036 X 10- 7 

34.8·1 (Jíl.2800 0.8998 7.070 X 10° 7 

( 11) 

3.JO X 10' 9 

6.51) X 10 .g 

3.35 X 10 .g 

2, 76 X 10° 8 

z .. 1!) X 10 . 8 

3. 70 X lfl ·S 

•L 10 X 10 ·B 

5. 28 X 10° 8 

8.07 X 10 ·S 
·8 

8. 77 X 10 

l.08 X 10° 7 

J. 22 X 1o"
7 

1.42 X 10° 7 

} , 70 X 10 • 7 

2.11 X 10 • 7 

2, 51 X 10" 7 

2. 97 X 10 • 7 

3. 31 X 10-] 

3. 92 X 10·? 

4. so )( 10· 7 

S. 1l X J() •7 

5. 70 X 10- 7 

11. 68 x 1 n" 7 

7. :0°5 X 1(1 ·? 

8. 18 X )()· 7 

9.06 X J0- 7 

!). !18 X 10 .¡ 

l. !)9 X 10·(¡ 

1 • .!2 X 10.(1 

l. 35 X 10.(, 

1..\9 X 10-Ú 

} . 6} X lC1 ·() 

l. 74 X 10 . 6 

1. !).) X 10· 6 

2. 15 X 10.(1 

2. 33 X 10·(> 

2. 52 X 1fl ' 6 

2. 72 X 10·(¡ 

2. ~4 X 11).(¡ 

3.17 X 10° 6 

3.30 X 10° 6 

3. 61 X 10· 6 

3. 84 X 10° 6 

8/11 R/11 

2, 216 2, 52 X 10
6 

2.258 Z.58 X 10 6 

S.290 6.09 x 10 6 

1.871 2.16 )( 10 6 

3.248 3.76 X 10 6 

2.577 2.!)9 X lOÚ 

2.873 3.:H x 10 6 

2. 504 2.92 )( 10
6 

1.838 2.15 X tu6 
2, 109 2, 47 X lll

6 

1.920 Z.2:i x 10
6 

1.936 2.28 X tn 6 

1. 829 2. lll X 10() 

l, 738 J,(l(J X 10(¡ 

1.512 1.79 x lO(J 

l •. ~t.2 l, 62 X 10
6 

1.21<, t .. 1s x 10 6 

1.178 1.41 X 106 

l.U~17 }.2{¡ x 10(¡ 

0. 97,\ 1.17 X 10 6 

0.9()5 1.0!) X )Oh 

o. Rr.s t .o;, x to 6 

n. i5 o 9. n9 :x lo~' 
U. 707 !L 59 X 10;¡ 

o. (J{,.1 8.o9 x 10 5 

0.623 ],(il X 10 5 

0.583 7.H x 10
5 

0. 551 (¡, 76 X 10 5 

(}, ·198 6.13 X 10 5 

0. •157 5. 6•\ X 10''¡ 

0, 420 5. 2D X lOS 

0.396 L91 x 10$ 

0, 37 2 •l. 6:0 X lOS 

0.3~9 ·1.22 X 10
5 

0. 303 3. 79 X 10 5 

(}, 28·1 3. 56 X 10 5 

0. 267 3, 35 X 10 5 

o. 249 3.15 X I0 5 

0, 234 2, 95 X 10$ 

0. 217 2. 74 X lOS 

0,206 2.61 X 10 5 

0. 194 2 .46 X lQS 

(l, 184 2. 34 X to5 

LOC 11 LOC R/llt 

·8,48 

-8.18 

~ 8. 07 

·7.55 

·7. 60 

·7. 43 

.7. 38 

·7.27 

·7 .O!.l 

-7 .o:. 
-ú, 9(¡ 

·ó. 91 

-lJ.ll4 

-6. 76 

-6. fi7 

·6. 59 

-l1.5Z 

-6. ·1R 

·6. 40 

·6. J4 

·ú. 2!l 

·6. 24 

-6. 17 

. 6.13 

-IJ.08 

·6, 04 

·6, 00 

·5 ,96 

·5. 91 

"s .56 

-5.82 

·5. 79 

·S.75 

·S. 71 

. 5.66 

. s .6J 

·5.59 

-r .. 56 

·5.53 

·5, 49 

·5,46 

·S,44 

·5. 41 

·2.U7 

·l. 76 

·l. 27 

. ¡, 19 

• tl . ~ti 

-o. !ll 
·tl.79 

·O. 73 

-0.6:' 

-IJ.S.5 

-0 •. 1!) 

-0 .. \l 

·O .. D 

-o. :Yi 

-0.21 

·O. 16 

·U. \I 

-o.u:; 
·Cl.lll 

o.(}.! 
o. to 
0.15 

0.19 

().23 

o. 2!) 

O. :S.I 

O.?D 

O. ~I 

o." 
o. 51 

o.s> 
o.,, 
(},(¡,? 

0.(1; 

O.bi 

o.ro 
o. 74 

0.7S 

O.&! 

0.82 

O.OCI 

O.!I? 

O.$ 



VI FB 

o.noo 97.o 

0.00-1 %. Z> 

0.008 96.0 
0.012 95. 5 

0.016 95.0 

o.azo 95.o 

0.024 94. () 

0.028 94.n 

O, 03Z 93. 5 

0.036 93.0 

o. 040 93. u 
0,0.14 92. 5 

o,o.rn 92.o 

u. ll~i 2 92. o 
U.056 91. 5 

0,060 91.0 

o. 06·1 90. 5 
0.068 90.0 

0.072 90.0 

o. 076 89. s 
o.rso 89.o 
O, UB4 88. 5 

o. nas as. o 
o. 092 88 .o 
0.0% fl7.S 

o. 1011 87. u 
o. l04 86. s 
0.108 86. s 
O.llZ 86.0 

n.1 J6 85. 5 
O. IZO 84. S 

o. 124 84' o 
n. 12s 84 .o 

O. J 3Z 83. O 

0.136 83.0 

o. 140 82. s 
o. 144 8 t. s 
º· 148 81. 5 
o. 152 81. o 
o. 156 80. s 
o. 160 79. s 
O. tM 79.0 

o. 168 78. s 
0.172 78.0 

0.176 7'i. 5 

FA 

96, s 

F Q 

TABLA 

R (. ) 

96,0 Z.118 X 10-B 98.42 01.595 0.02493 1.76 X lo" 8 

96.0 3.169 x 10· 8 97.62 02.1H o.o:nso 2.3s x 10· 8 

95,5 ·LZ14 X lO·S 96.81 02.953 0.04615 3.24 x to·B 

95.5 S.254 X 10· 8 96.00 o:L767 0.05886 ·LlZ X 10" 8 

95.o 7.935 x 10' 8 94.92 o-t.349 0.06795 4.74 x 10· 8 

94.S l.060 X 10° 7 92.75 06.526 0.10200 7.10 x ltl·S 

94.0 J.326 X 10·? 91.38 07.902 0.12350 8.58 X 10.g 

94,Q 1.590 X 10° 7 89.84 09.205 0.1•1380 !l.97 X 10° 8 

93.S 1.852 X 10" 7 88.19 I0.870 0.Jú990 1.17 X 1o·i' 

93.o 2.291 x 10· 1 s6.t·I 12.930 n.2nz1u t.J~J x 10·
1 

93.0 2.72'1 X 10° 7 83.6~• 15.21{1 0.~3770 1.63 X 11)· 7 

92.S 3.161 X 10" 7 Bl.68 17.190 U.;!6860 l.8·1 x 10- 7 

92.0 :LS93 X 10" 7 79 .. 1•1 19.460 0.30•;oo 2.08 X 10" 7 

92,0 °1.022 X 10·? 76,91 ~l.800 íl.3•1tl60 2.32 X 10- 7 

91.5 ~.669 X 10- 7 74.3b 2·1.170 0.37760 2.57 X 10.¡ 

91.0 ~1.312 X to" 7 71.91 26,.150 0.H32ll 2.BO x lll- 7 

9u.:i S.951 x 10- 7 íi9.77 28.6lll u • .u110 3.n2 x to- 7 

90.0 6.588 X 10° 7 ()7.63 30.600 0."7fll0 3.23 X}()-/ 

89.5 7.221 X 10·/ 65.97 32.0!)ll 0,50140 3.38 x 10·? 

89.0 fl.067 X 10° 7 ti2.92 35,220 0.55030 3. 0 X 10.¡ 

89.0 8.!)(¡9 X 10-i (llJ,57 37.·1-10 {).585[)0 .),92 X }()· 7 

88,5 9.7~(l X 10° 7 5H,7ó 39.280 ll.ú\380 •\.l!l x 10.¡ 

88.0 l.USB x lO·ú Sú.fl·I 41.080 O.ó·l19ll 4.28 x l!J- 7 

87.5 J.170 X IO·(i !"15.02 ·l!.790 0.66kú(I 4,.15 X IU- 7 

87.U l.252 x IU·{¡ ~.3.3'."> ·l.\.3.)0 O.ú92HO 4.úD x IO·'l 

86.5 l.362 x lO·íi Sl,.\{¡ 4ú,3Ull 0.723·10 .t,','9 X 10- 7 

86,0 1.472 X 10·(i .\9.77 .iB.030 0.7505() 4.9'.i X 10° 7 

86.0 1.581 X lO·ú .tR,.18 49.210 (J.76890 S.Oó X 10-? 

AS.S 1.690 X 10" 6 .\7,{17 so.:rno 0.78i20 5.17 X 10· 1 

85.0 1.83·1 x tn·ti 45.59 Sl.770 U.80890 5.30 x lll- 7 

A4.5 1.976 X io"
6 45.56 s2.H.lll 0.52560 s .. 10 X 10" 7 

84.0 2.118 X IO·(J 0.52 5.1.77(1 O.tJ.1()20 S.·\8 X 10-/ 

84.n 2.259 X lll·(1 .12 .. \B :..i.R'.if' o.!l57\(l s.:,7 X 10"
7 

a.1. s 2. 400 x 1n·ü .11 •. ¡3 ;.s. s1 n o. 872110 s .c,h x 1n· 7 

83,0 2.602 X 10·{¡ ·1(1,38 S6.(!<l0 0.88500 '.>.73 X 10- 7 

82,5 2.80•1 X IO·b 39.32 57.(120 0.900-10 5.81 X 10· 7 

81,5 3.004 x to'h 38.37 SB.·1~J0 U.913~10 5.89 x \()·? 

81.0 3.20·1 X to" 6 37.59 59.180 0.92.\70 S.94 X to-:' 
80.5 3.402 X 10-(¡ 37.16 59.SOO 0.9296() 5.% X \() 

80.5 3.63·1 X ][l·fi 3h.20 ü0.27!1 0.9·117ll {i.()2 X 10° 7 

79.S 3.86'1 x rn·h 35.53 h0.8Sp o,95osn 6 01 x 10· 7 

79.0 4.094 X 111-(J 3·1,97 &1.320 0.!)5810 6.JO X 10° 7 

78,5 ·1.3B x 10-h 34.11 62.110 Cl.9?050 6.16 x lll-i 

78,0 4.550 X 10-(1 33.78 62.080 0.97(100 6.J.\ X 10- 7 

Qmnx • 64 

(JI) 

3, 57 X 10- 9 

8.09 X 10- 9 

3,89 X 10- 7 

1.13 X lO·S 

3. 18 X 10-S 

3 • .\9 X 10° 8 

4 .67 X IO·S 

5 .92 X 10- 8 

h. 77 X 10 ·B 

8 ,!17 X 10 ·S 

1.09 X 10° 7 

1, 31 X 10- 7 

l. 5 1 X 10- 7 

1 .69 X 10- ( 

2 ,\19 X 10-';' 

2. Sll X 10· i 

2, !)2 X l!l 0] 

3, .'~ 5 X J 0. i 

3, 81\ X 10- 7 

·L.16 x l(J" 7 

·1, !)8 X 10-] 

;, .(1.\ X 1U- 7 

(i, 29 X 10° 7 

7.:::5 X 10" 7 

7, 92 X 10 • 7 

8, 82 X 10 

!), 76 X 10 0] 

1, 07 X lO·ú 

l. 17 X to- 6 

J ,30 X 10-{J 

1..\3 X 10° 6 

1. !i 7 X } 0 
l. 70 X 10-(¡ 

1. B3 X 111- 6 

2.02 X 10-{l 

l, 22 X 10. (i 

2. 1\ \ X \(l·ó 

2 .60 X J O·(J 

2. 80 X J 0° 6 

3, 03 X 10-(¡ 

3.25 X 10- 6 

3, 4R X 10-(J 

3. 70 X 10° (J 

3. !)3 X 10° 6 

B/11 R/11 

4 ,9¡5 6, 97 X IOÓ 

2.915 1.13 X 106 

0. 083 } , 18 X 105 

3.b5l 5, 21 X 106 

1.490 2.13 X 106 

2. 035 2. !H X 10(¡ 

l. 835 2. 64 X 10 6 

l.6B3 2 .42 x 106 

l. 735 2. 50 X 10(¡ 

1.553 2.25 X 106 

1. 4!)8 2. 17 X l Q(J 

1. 39!) 2.113 X 106 

1.37(J 2,()} X ltl(, 

1.370 2.00 X té 
l. ~26 l. BO x 106 

l. 120 1. Ú<1 X l 06 

1, 036 1, 53 X IOÚ 

O. 9b2 J .. 12 X 106 

O. Si!) \. 30 X 106 

o.a.n l.Hi x io6 

0. 787 1.17 X 106 

ll. 7 28 l, 08 X IOÚ 

0. 68(1 1, 02 X lQÚ 

0. 613 !), 22 X JOS 

0 .580 8, 74 X 10 5 

O. 5-12 8 .19 X 105 

o. SU7 7. 68 X 10 5 

0.471 7.15 X 105 

o .Hl 6. 11 x to 5 

0 .407 b, 20 X io 5 

0. 376 5. 75 X !OS 

0, :\\9 5 .35 X 10"' 
o. 328 s.o3 x 10 5 

o. 3os ,¡, 1s x 10 5 

o. 282 4. 36 x 105 

(),Ud .\ .05 X 10-' 

0, 24'\ 3, 78 X 10 5 

o. 221 3. S·l x to 5 

0. 212 3. 31 X 10 5 

(), 198 3. 10 X 105 

O. lBb Z.91 x 10 5 

0. J 75 2, 75 X 105 

0. 166 2. 61 X 10: 

0.156 2.4(1 X IOJ 

LOG IL LOC R/1-R 

·S. 44 ·l. 592 

-8.09 • l.460 
-6.41 -1.315 

-7 ,!)4 -1. 20.i 

• 7. 49 • t. 137 

·7,.\5 ·0.!).\4 

·7. 33 -{), 851 

• 7. 22 ·O. 774 

- 7. 16 ·O, 689 

- 7, O.\ -O. 596 

-6. gr, -O. Sll(i 

·6. BB ·O. "35 

- 6 • B 2 • o , 3 5 ~l 

·6.77 -U.ZA& 

·6, ú7 ·U. 217 

·ú.60 ·O.!:,;! 

•{\, 53 -u. 092 

-6. 4 7 ·O.tl38 

·6. 41 o.ouz 

-6. 3{i (J.087 

-6.30 o.149 

-(¡, 2.i o. 201 

-6 .• 20 O. l53 

·ú.14 o. :l04 

-6.10 o. 35.l 

-6. os o. 417 

·6. 01 o.478 

-s. 96 u.sz2 
-s. 93 0.568 

-s. sa u.6:ti 
-5. 84 0.615 

-s.sn n. 120 
-s. 7b o. 778 

• 5. 7.l u. 833 

-s .69 0.8&1 

. s .65 o. 9r,(1 

·S .bl l. OJ:1 

- 5. ~. 8 l. 089 

-5.SS 1.121 

·5.51 1.216 

·!i, 48 t. Zlf> 

.:; • 4 s l. 359 

·S ,43 !. 517 

-5.40 1.5111 



-66-

F I G U R A 14 

Efecto del tiempo sobre las lecturas obtc 

nidas. A una solución de anticuerpo se 

le agregó una concentraci6n media do hap

teno y se midi6 a diferente• tiempos ( O 

a 3 h ) . 
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TA B LA VI 

Conccnt ra 
ci6n molñr 
311-~NP·l.is CNI 11 CPH B B/11 LOG 11 J.OG r/ 1- r 

7. 35 X 10 "6 489,000 100,000 l. s X 10·5 2. os X 10" 6 .136 - 4. 8239 l. 612 o. 976 
449,000 66. 7 ºº l. 38 X 10 • S 3.10 X 10·6 • 223 -4. 8601 l. 476 

3. 67 X 10 "6 
207 ·ººº 59. 800 6. 38 X 10·6 l. 84 X 10 "6 . 289 -S.l!l.12 o. 849 o. 876 
242,000 9' 2 00 7 .. 11 X 10·6 2. 84 X 10 ·6 • 038 . s. 1.?67 -o. 805 o. 135 

l. 83 X 10 - 6 63, 1 no 1n,ooo 1. 9·1 X 10· <· 3. 34 X 10" 6 1. 7 20 -s. 7122 1. 670 
89, 200 59,900 2. 7 5 X 1 o-(¡ l. 56 X 10" 6 . S iO - 5. 56'17 - u. 460 o. 7 ·12 
62 'zoo 88,iOO l. 91 X 1o·6 2. 7 3 X 10" 6 1 .. 120 - s. 7190 1. 300 

9. 1 o X 10·1 25 '900 45,500 7. 98 X lo· 7 1 .. 10 X 10 -6 l.; so -6.0980 o. 301 o. 666 

4. SS X 10· 1 
1o'400 27,000 3. 22 10 ·: 8.33 10 - 7 z. 58 -6. 4921 -O. 1821 o. 3% 

8 ,44 o 24, -100 z. 60 10· 1 7. 52 1o·7 2. 89 -6.5850 -O. 253•1 o. 358 

2. 27 X ltl- 7 s 1 270 12 '600 1. 62 X 10 - J 3. 90 X 10·7 2. 40 -6. 7905 -o. 6·119 11. 185 
.\, 960 l •I, 1100 1. S3 X 1 o -z .\, 32 X 10· 1 2. 82 -6. 81S> . o. 5867 o . .?llS 
·1 t 750 13 1 ººº 1 .. \ 6 X 10· 1 •I. 00 X lo - 7 2. 7,¡ -6. 8356 - O. 62 B.i {). 190 

l. 38 X 10 - 7 
2 1 960 5. 41 o 9. 13 10 - 8 l. 66 X t n· Z l. 81 -i. 0395 -1.0660 0.0·9 
2. 8911 6, 260 B. 90 10 8 1. 93 X I o·~ 2.1; . ';'. 0~06 -11. 99·18 o.()•,¡ 

2. 9811 7 '020 9. 19 1 o·ª 2. 16 10 · 1 2. 3S -7. ()3(1i -o. 94il6 0,} LI ! 
3, OJO 6' 5'70 9. 28 1 o - 8 1. 02 lll- 7 2. 18 -7. 032~ -O. 97 29 ll, O~ll 

6. 9 X 10 '8 1, (100 -1, 3011 4. 93 X 111 - B . 32 X 1 o -~ 2. 68 - i. :)07 2 · 1. 17(10 O. O{i2 
l, 400 3'; 111 4. 33 X 10 - 8 14 X 10 - 2 - 6.\ - i. 363!i . !. 2410 u. •l;l ~ 

:',.,:;:; A 1 ""A ~s:; 1, .-1!}0 :í. fJ3 X 1 o-~ 4 - 58 10 -: 1. '.1 • - . !i 1 f:ú -1. G:i 1:1 O. '1L 1 
944 t, :1 ~o 2. 91 X 1o· 8 4 - 78 111· 1. 6·1 - - . 5361 -1. 63.!8 o. 012 
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de Scatchnrd, Hill y Sips. 

Scatchard. 

En las Figs. 15,16,17 y 18 se muestran los trazos de Scatchar<l 

obtenidos tanto por apagamiento <le fluorescencia como por diá

lisis en equilibrio. Como control se utilizaron unas cl·glob~ 

linas heterogéneas que por reportes anteriores (49) se conoc.ía 

presentaban un brazo ascendente al probarlos por diálisis en 

equilibrio. En la Fig. 15 se muestra Ja presencia de este br!!_ 

za ascendente a concentraciones bajas <le ligando pegado y a va 

lores altos <le la relaci6n B/11. Sin embargo, este brazo es P!:_ 

quefio y rfipidnmcnte cae en un trazo casi rectilíneo. 

Al mismo tiempo se probaron unas 6-globulinas normales sin acti 

vidad anti-DNP. En la Fig. 15 se puede observar que Ja fiJa· 

ci6n de ligando es nula en comparación con la fijaci6n que pre

sentan las 6-globulinas heterogéneas con actividad anti-DNP. 

Para el caso de Ja lgA, la Fig. 16 presenta un trazo en el cual 

a bajas concentraciones de ligando pegado y a una relaci6n alta 

de B/11 existe una pequeña di spers i6n de puntos, pero al ir au

mentando la concentraci6n de pegado, los puntos caen en una li

nea recta, esto es a medida que la relación P./11 disminuye y au

menta el pegado, la recta desciende hasta interceptar con las 

abscisas (B). A partir de este intercepto se puede conocer Ja 

concentraci6n total de sitios activos (S
0
); al lrnccr una rcgre

si6n de los puntos, se puede conocer Pl int~rcento 011 la or<lcnu 
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F I G U R A 15 

En esta figura se muestran a) Los trazos 

de Scutchard paro unas ~-globulinas hct~ 

rog6neus con actividad anti-DNP como los 

trozos para unas ~-globulinas normales. 

b) La curva de apagamiento (Q) vs. llapt~ 

no total para las ~-globulinas het~rogb-

neas. 
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F 1 G U R A 16 

En ·esta figura se muestran a) La curva de 

Apagamiento de la fluorescencia (Q) vs. 

Hapteno toa! de la IgA. b) Los trazos de 

Scatchard para el mismo anticuerpo. 



IDO 

A 

a 

o 

5,0 X 10"6 

a 

CHAPTENO TOTALJ 

50 o 

o 

P/L o 

o 

o 

7 
o 

o 

P/L 

o 

o 

ºoº 

o 
o o 

ºº ººº o 
ºo ºo 

6,5 X 10-7 

o o o 

ºo o o ºo 

5.0X ló6 p 

B 

FIGURA 16 ( lg Al 

ººº 
ººººº~ 

7,5 X 10·7 



-74-

F 1 G U R A 17 

En esta figura se muestran u) Lu curvo de 

Apagamiento de la fluorescencia (Q) vs. 

Hapteno toal del anticuerpo monoclonal 

lgG3. b) Los trazos de Scatchard para el 

mismo anticuerpo. 
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F l G U R A 18 

En ~sta figura se muestran los trazos de 

Scatchard para el anticuerpo monoclonal 

IgG 3 obtenidos por Diálisis en equilibrio. 
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da (B/11) y as! el valor de K1A
0 

y K2 por el valor de la p<'n

diente (-2K2). 

Para la lgG
3 

que se prob6 por los dos métodos, el trazo de 

Scatchard que se presenta es muy similar en ambos casos; aba

jas concentraciones de ligando pegado se presenta un brazo as

cendentc1 el cual se caracteriza por un m6ximo que se mantiene 

a concentraciones de pegado intermedias y desciende en un tra

zo rectilíneo a concentraciones mayores, Figs. 17 y 18. 

En la Tabla VII se muestran los valores de los estimados para 

las constantes del primero y scgunJo sitio activo (K1 y K2) c~ 

ya relaci6n nos permite conocer el valor de ,.<) }' de esa manera 

saber si estos valores cumplen con la condici6n del mf11cimo. 

En la Tabla VI 11 se muestran los va lores de !os cst imadas de la 

relaci6n K2/K1 que fueron calculados de acuerdo a las ecuacio

nes 20, 21 y 22 con los valores de BMax Y B/llMax obten i•los a 

partir de 3 métodos diferentes: 

a) A partir de BMax = 5
0 

- 5
0
/fz· 

b) Del cálculo del coefic icntc de 11i11 

c) Directamente de la gráfica 

~unque existen ~iscrepancias para estimar el valor de K2 a p3~ 

tir de estas ecuaciones, en todos los casos el valor de K2 ~ 

consistente con K2 ,. K1/4. Hay que hacer notar que es Ja cc11:1 



T A 8 1, A VII 

DATOS PARA CONOCER LOS ESTIMADOS DU K1 Y K¡ EN ANTICUERPOS llOMDGENEOS (lgG 3 e IRA), 

{l\/ll)mnx c.11. 
-------------

3. o' 0 
a. o. 625 

l. 5 b. o. 670 
c. o. 7 20 

s. 2 '& 
n. l. 025 

2. 6 h. o. 970 
[}, 980 

o. 21 •¡ 
a. 2. 880 

0.105 b. 2.880 
2. 880 

s. so~· 4. 4 

1 .1 o• 3.55 

lbG3 
A¡wr,m.1i(111to de ln fh1urcsCl'ln;;a 
Diálisis en equilibrio 

+ lgA 

n. o. 878 
b. l.268 
c. 1. 400 

l. 523 
b. 1. 140 
c. 2. 000 

n. ti.150 
h. 6. 323 
c. 7,520 

1. 333 1. 7326 

l. 290 l. 281 

1.168 l.4JO 

6.360 l. 37-1 

S.630 l. 60.\ 

a, Bmnx obten idn de S
0 

• S / íÍ 
b. Rmax obtonida <le so • sº I c.11. 
e, Rmnx obtcnl<ln de lo grá?icu 

n, 9. 51 a, :rn. u.1 
1.57 b. 10. 99 b, 43. 81 

e. l Z. 70 SU,83 

n. ~I. 08 a. 36. 32 
l. 1.1 b. R.17 b. J2. 40 

e, 8.28 c. 3:\.1.\ 

u. 5.25 20. 99 
l. 13 h. S.25 h. 20. 99 

c. 5.25 21. 16 

o. 87 o. 21 o. 8642 

1. os o. 28 l. 1396 

t: ~~~~~ ~~i~~t~~ 3~ ~~~2 
3,· o<, indice de hctcrogcncidal 
4. • llclnci6n Kz/K1 
5. • 4K 2/K 1 



K2/K 1 SIMULACJON 

Kz!K¡ ccuaci6n 
(20) 

K2/K¡ ccuaci6n 
(21) 

K2JK 1 ccuaci6n 
(22) 

T A R L A VIII 

ANTICUERPOS HOMOGENEOS (JgG ) ANTI ·ONP PURIFICAOOS 
ESTIMADOS DE LA RBLACION ENTRE ds CONSTANTES EXPIJRIMENTALES 

DEL lera. y 2o. SITIO DE REACCION 

--A~AGAMIENTÓ-íiiJLÁFT.UOÍlESCÉNCIA ---DIAL!SI S füf° EQUILIBRIO 
¡ 1 II l fil 

6.4 7 25.90 5. 51 ZZ.09 4.3571 17. 4 2 

a. 9. 51 38.04 9.082 36.32 5.24 20.99 
b. 10. 99 43.81 8.10 32.40 5.24 20.00 
e. 12. 71 50.83 8.286 33.14 5.29 21.16 

a• l. 70 6.79 1. 707 6.82 1. 7038 6.81 
b. 10. 70 42.82 1.043 4.17 1.8304 7.31 
c. 56.49 ZZS.95 4.90 19. 77 3.3537 13.41 

(l, 3.77 15.09 3.68 14.72 z. 83 l 1. 33 
b. 1o.86 43 .4 7 z.s1 10.29 2.95 11.80 
c. 27 .• 00 l 08, 02 6.33 25.33 4. 15 16 .16 

a. Bmax obtenida de S
0 

· S
0 

Jfí, 
b, llmnx obtenida de S

0 
• 5

0 
I (.,H. 

c. Bmax obtenida de la gr6tica. 
l.-. .:!= 4K 2tK

1 
= grado de coopcrativi<lad 
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ci~n 20 donde se presenta en menor grado esta variaci6n al es

timar el valor de K2 por los 3 métodos mencionados y un valor 

promedio de esta constante es cerca de 33 veces mayor de lo es

perado sino hubiera interacciones. 

Curva de ajuste y simulaci6n. 

Debido a que los 3 métodos utilizados para calcular fi dan re

sultados muy d1screpantes Tabla VII, se recqrri6 a un mecanismo 

de evaluac~6n de los valores de,d obtenidos por los distintos 

métodos. Para esto se instrument6 un mEtodo mediante el cual a 

partir de los valores de K
1

, K2 y A
0 

se obtuviera una curva si

mulada o te6rica que describiera mejor los puntos experimenta

les Figs. 19, 20 y 21. Sin embargo, la selecci6n de la mejor 

curva seguía haciéndose de una manera subjetiva, por consiguie~ 

te, se instrument6 un método objetivo que nos 1ndic6 cuál era 

la curva que describ~a mejor los puntos experimentales y de es 

ta manera se obtuvieron los valores de K
1

, K2 y A
0 

así como ;)3 

que se presentan en la Tabla IX. 
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F 1 G U R A 19 

En c~tn figurn ~e muestran 1n~ curvu~ de 

Slmulaci6n y Ajuste para la IRA ohtcnldo1 

por Apagamiento de la fluorescenclu. 
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F r G U R A 20 

En esta figura s~ ml1cstrr1n las curvas de 

Sirnulaci6n y AjuRtc para PI nntlcuPrpo 

rnonoclonnl lgG 3 ohtPnidaR por ApagarniPn

to de la fluorPRcPncin. 
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F I G U R A 21 

En esta figura se muestran las curvas de 

Simulaci6n y Ajuste para el anticuerpo 

monoclonal 1gG3 obtenidas por Diálisis 

en equilibrio. 
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concentración 
molur ttc • 7 
p1·otc!n11 x JO 

T A B l. A IX 

VALORES DE LOS !:STJMAUOS llE K¡ Y K2 OHTENJDOS POR EL METODO !JE 

S!MUl.AC:ION·A.JlJSTE PARA ANTrCIJERPOS HOMOGENEOS (lgG
3 

e JgA) 

--·---------- ·-··-·---------·-------·--· --------------
3. O*tl l. 5 l. s 2 9.84 25.BY 

5.2*& 2.6 l. 54 8.68 2Z. 25 

18. () * s ~.o l. 4 ó .10 17. 4 2 

7,5+& .l.6 tl. 98 2.07 1.18 

7. 1 3.~s 6. 49 l. 41 0.87 

(]) !! = 4K 2/K¡ . !gG3 l Dii'il1sis en equilibrio 
+ IgA 

[l) N = K2/Kl Apagamiento de la fluorescencia 

6.47 

5.63 

4. 3 5 

U.ZY 

O.ZJ 
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DISCUSION 

lin este reporte se presentan evidencias de qt1c Jurante la rcac

ci6n de un anticuerpo monoclonal con su hnptc110 monov¡1lcntc se 

observa al igual que en un ;1ntict1or1Jo policlo11:1l, t1n brozo ¡1sccn 

dente indicativo de cooperutivi<lad. 

Este estudio era deseable ya que sabemos 4uc lus poblaciones hc

tcrog6ncas <le anticuerpos producidos en rcspul'sta ~1 1:1 cstimula

ci6n antigbnica, rcprcsentnn el p1·o<lucto <le numcros:1s clonas ce

lulares que produce cada una de ellos un anticuerpo homog6neo 

(1,6). De esta manera, la respuesta inmune humoral inducida por 

un conjugado hapteno-protelna se caracteriza por la producción 

de una población heterog6nca y altamente especifico de anticuer

pos. 

En la teor[a de la selección clona! se implica que el sistema in 

mune responde al antígeno por selección, activación y expansi6n 

de las clonas de linfocitos precomprometidos con un determinante 

antigénico en particular; por lo tanto, la respuesta inmune hum~ 

ral es el resultado de Ja suma del producto de muchas clonas in

divüluales. 

Siendo la célula formadora de nnticucrpos, unu cé1uln en "estado 

final" es incapaz de 1 ll'var n caho mayor <li fercnci:1citJn y sólo 
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bajo transformucibn maligna puede producir grandes cantlda<l~• 

de inmunog 1 ohul i na homogénea. 

Sin embargo, actualmente bujo cicrto5 condiciones una c6lula i11-

mune puede fusionarse con una célula tumoral y generar u11 l1fhri

do que sintctiz¿1 ;1nticL1crpos l1omog6ncos o mo11oclon:1lcs. En este 

trabajo se utilizó Jo t6cnlca desorrollndo por KHhlur y Nilstein 

para hihrillnci611 cell1l;1r so1n6tic~1 pa1·¡1 la ol1tc11ci611 Je tln :111ti

cucrpo monoclo11al cspcc[fico de 1:1 cl:ise IgG )' co11 ;1ctivi<la<l ;1n

ti-DNP. Por el csqurma de inmunización t•mple:1do l'l'a de espcr:1r

sc .se obtuvil•ra una inmunoglobulina lle la clasL~ G, que por otra 

parte era ncccs;1ria pi1ra el tipo de cns;1yo c11 ttuc se le il1a ¡¡ 

utilizar. 

Se hace notar que pura ln final ida<l tlcl trabajo, no fué necesa

rio dctcrmin11r el 116mcro Je clonas, 11i los porccnt:1jes de 11il1ri

dación, ya que se requcrío dnicamentc de uno lgG con actividad 

anti-DNP homogénea. 

l.a t6cnicn utilizada p¡1ra clonnci6n fu6 la diluci6n limitantc. 

Aunquc no se comprob6 por microscopía que en la Última c.liluci6n 

hubiern unn sola célula, la homogcncido<l del anticuerpo quc<l6 

de manifiesto por las pruebas de isoelectroenfoquc y por la bon 

da de prccipitaci6n obtenida por DIO, que nos indico que el an

ticLI<.•rpn pPrtenccl~ a In subclase lgG 3 . Además, Pl qur los tra

zos tlP Scatchard desciC'ndan en forma cusi rrct il Ínl'a l'S compat_!, 

hlp con !1nm0gPneidad. 
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Al someter al anticuerpo a una curva de distribuci6n de afinida

des se encontró que presenta una sola curva, lo cual, ademl1s de 

confirmar lo anteriormente dicho coincide con los resultados ob 

tenidos en la IEF, en la DID, en el IEE y en los trazos de 

Scatchard. 

En este trabajo se utilizaron <los anticuerpos homog&neos, uno 

producto del mieloma MOPC-315 que es ele la clase IgA y otro pr~ 

dueto de un hibri<loma que es <le ln clase IgC
3

, ambos con nctiv! 

dad anti-DNP, para evaluar mediante lns t6cnicas de Apagamiento 

de la fluorescencia y la Dibllsis en equilibrio la presencia <le 

interacciones en la reacci6n antígeno-anticuerpo. 

Por los resultados obtenidos se confirma la existencia de inter

acciones positivas en uno de los anticuerpos homog&neos (IgG 3) 

por la presencia de un brazo ascendente a valores bajos de liga! 

do pegado en la reacci6n de fijaci6n entre los anticuerpos biva

lentes y clhapteno monovalente. Este brazo ascendente es consi~ 

tente con cooperatividad entre los sitios activos del anticuerpo 

de acuerdo al Modelo Te6rico (Anexo !) y al de otros autores 

(13,59). 

Aunque estos resultados no coinciden con la hip6tesis más com6n 

mente aceptada de que la uni6n del antígeno ocurre en forma in

dependiente del sitio de uni6n del anticuerpo (NO interacciones) 

puesto que, en Jos trabajos donde se apoya dicha hip6tesis se 

utilizaron anticuerpos heterogéneos y se explica el fen6meno 
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como producto de la heterogeneidad inicial y no mediante la he

tcrogcnidad generada durante el transcurso de la reacci6n, debi

do a que bajo estas condiciones es difícil diferenciarlas. 

Pese a lo anterior se ha reportado ln presencia de interaccione.• 

positivas en inmunoglobulinas divalentcs heterogénas con antíge

nos monovalentes y polivalentes (8,10,49) por la presencia de un 

brazo ascendente en los trazos de Scntchard, detectado a concen

traciones bajas de ligando pegado en una gráfica <le Pegado/Libre 

contra Pegado. Sin embargo, estos resultados no fueron conclu

yentes, debido o que se trabaj6 con anticuerpos heterog6ncos y 

la reacción fu6 medido por Diúlisis en equilibrio, por lo que e~ 

tos resultados fueron considerados como producto de un artefacto 

experimental. Para descartar este efecto en este trabajo se en' 

sayaron anticuerpos homogéneos tanto por apagamiento de la fluo

rescencia como por di61isis en equilibrio. 

Como en la diálisis en equilibrio existe una gran variacibn, pa~ 

ticularmente a las concentraciones a las cuales se detecta el 

brazo ascendente, esto podría favorecer el que este brazo fuera 

producto de un artefacto, lo anterior se rechaza al comparar los 

trazos muy similares tanto con los valores de diálisis como con 

los de apagamiento Figs. 17 y 18. Por la técnica de apagamiento 

no existe la variante de los pequefto• vol~mencs, ni el error por 

manipulacibn al obtener la muestra, as\ como el que la reacci6n 

se encuentre en equilibrio sin importar los tiempos a los cuales 

se agreAa la muestra. El que las curvas experimentales sean muy 
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similares a las curvas te6ricas· apoya el que el brazo ascenden

te no pueda ser explicado por otro tipo de razonamiento que no 

sea el de cooperatividad. 

Aunque el apagamiento de la fluorescencia es más confiable que 

la diálisis en equilibrio, pueden todavía existir posibles arte

factos como fuentes de error: 

1) Ticrrpo p:ira alcanzar el equilibrio. Este artefacto puede ser 

eliminado, ya que al probar el efecto del tiempo contra la con

centraci6n media de hapteno, se observa que se alcanza dicho e

quilibrio desde el tiempo cero hasta las 3 h. Fig. 14. Por lo 

tanto los valores obtenidos no son efecto de una cin6tica. 

2) Estimación de la concentraci6n Je proteina. Para hacer los 

cálculos de obtención de los parámetros de la ecuacl6n de 

Scatchard (B y H) se infiere la concentración molar de protelna 

(concentración de proteína por n.o. a 280 nm y se infiere que el 

100% de la proteína está activa, así como la confiabilidad de la 

lectura, por lo que se recalcularon en un 2, 2.5, 0.75 y 0.5 ve

ces de su valor. A valores altos de concentración molar de pro

teína se obtienen valores negativos para el ligando libre en los 

primeros puntos de la titulación, error que se ve incrementado a 

medida que el factor de error au~enta. Sin embargo, cuando el 

valor de la concentraci6n molar de protclna es bajo, el tamafio 

de la curva drcrcce sin drsupur0ccr ~l tr11zo tipo, en este caso 

el brazo asccnd~nte, aunque con vulores mrnores para la constan

te de afinidad. No es ast par;1 ,.¡ c11sn 1lu la di~li~is 0n equil! 
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brio, en donde el valor de la concentración molar de sitios 

activos se conoce a partir del intercepto en las ohscisas (S
0
), 

ventaja que tiene sobre el opagamiento de la fluorescencia. Pe 

ro mediante 11 técnica de ajuste y simulaci6n se reduce el efcc 

to antes mencionado para dicha técnica. 

3) C6lculo de la Qmax. El npagamiento de la fluorescencia llene 

como defecto el cllculo de la Qmax para anticuerpos hetcrog6ncos 

que vendría a ser el valor promedio de todos los anticuerpos di

ferentes que existen en la muestra. Al utilizar un :rnticucrpo 

homogéneo el valor de Qmax es id6ntico pura todos los nnticucr-

pos, lo cual no tiene efecto para este caso 

La lgA se tom6 como uno molécula patrón y s6lo fué ensayada por 

apagamiento de la fluorescencia. Por el trazo que presenta se 

puede decir que es indicativo de NO interacciones, Jo cual coin

cide con los valores de la relaci6n de K2/K1 que son cercanos a 

0.25 y los valores dcj3 los cuales no cumplen con la condicí6n 

del mlximo, ya que son cercanos a uno Tabla Vil! Todo lo an-

terior coincide con lo reportado en la litcrotura para esta pro-

te !na. 

La IgG
3 

fué ensayada tanto por apagamiento como por diálisis y 

en ambos casos es evidente la presencia de un hrazo ascendente 

que es sin6nimo de cooperatlvi<lad (17,18), lo que a su vez con-

cuerda con los estimados para las constantes del primero y se-

gundo sitio activo (K 1 y Kzl cuyn rclaci6n tiene un volar mayor 

de 0.5 y lo~ valores dejl que son mayores de 2 para la condid6n 
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del mfiximo. Los datos en las T~blns VIII y IX upoynn el que 

esta prote!na s~a cooperativo a difercnciu de la lgA que no lo 

cs. 

Los valores de Kz varlan dependiendo del m6todo utilizado para 

calcular Jos valore• de (B/H)max y Bmax, as( romo !ns ecuacio

nes utilizadas parn calcularla. Sin embargo, todos los valores 

son consistentes con K2 K1/4 (Tabla VIII) El valor de K2 que 

menos varia es el que se obtiene por Ju ccuaci6n 20 independien

temente del m6todo utilizado para calcular el mfiximo y el valor 

promedio de esta constante es cerca de 33 veces mayor de lo csp~ 

rado sino hubiera interacciones. Este valor ta11 elevado nos <la 

un indicio <le la homogeneidad de la preparaci6n y del grado de 

cooperativi<lad de la misma. Ademds el trazo obtenido es muy s! 
milar al de curvas te6ricas en las que se trabuju con antciucr

por homog6ncos y mezclas porcentuales de 6stos. Ent1·e sí tanto 

la curva de apagamiento como lude di&lisis son muy similares 

lo cual descarta u6n m~s el que este [ep6meno sea producto de 

un artefacto experimental. 

Tanto la lgA como la TgG 3 pre•cntan trazos que descienden en una 

Itnca recta, lo cual coi11cidc con los valores obtenidos para el 

Indice de heterogeneidad (•) o partir de la ccuaci6n <le Sips. 

Estos valores apoynn aón mfis el que amhas protelnas son homog6-

neas, ya q11c son ccrc:1nos u uno y cstb vnlor p¡1r;1 lns ~ -globuli

nas hcterog6ncn• es mrnor de uno (0.7) Tablo VIII 

Pura eliminar Ja dis)'Untiva ,Jt• 4u~ m6totlo y qu~ 1~ct1:1ci6n utili-
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znr, sr lnstrumcnt6 rl m6todo de •lmulación y nju1tr, •i~nJn lo• 

valores obtcnid~• por este m6todo lo• que drscrihrn rnrjor y mfis 

objetivamente a la curv:i expt'rimcntul. Como p11cdl~ ohscrVHl'St' 

en la Fig. 22 se gr·afic:1ro11 los valorc5 ol1tcnidos p¡1r:1 cntl:1 m6to 

do y para cada ecuaci6n y aunque nlgunns Je cllus <lcscrihcn bien 

;1 los puntos e~pcrimentalcs, el m6todo <le ujust~ sin1ul:1ci6n ~s 

el mejor porque las desviaciones de los pu11tos cx¡1crimcnt;1lcs 

son mínimas con respt~cto n la curva simulada. 

Comparando los trazos de antic11crpo~ l1omog6neos y hetcrog6ncos 

(cooµcrativos), l~1s formas de los br:1zos :1scentl~11tcs son Jifcrcn 

te~, y;1 que para el cuso de los l1ctcrog6ncos c1 brazo nsccndc11tc 

se cncucntr11 muy cerca tlcl eje de tus or<lcnaJ;1s y no interceptan 

en un punto definido en las abscisas, a<lcm~s de que no c:tc en un 

trazo rcctilfnco. Micntrns que par:1 los :111ticuc1·pos homog6ncos 

el m6ximo no cstfi cerca al eje de las ordcnad;1s e intercepta en 

un punto preciso en las abscisas, y¿t que cae en un t1·azo 1·cctilf 

n•o, lo qu~ apoya que sen homogfnco. 

El hecho <l~ que dos inmunoglohulinas pre•ent~n trazos <lif~rentcs 

esto es, dos tipo df' intC'raccioncs., uno positiva y otra negati

va, podrfa sugrrir q11e rn una respuesta inmune hrterog6nc;1 no t~ 

das las pohl11cioncs son de tipo cooperativo y que si C'stc rfccto 

no hu sido cl(n::icamt>nte demostrado pot.Jria srr lll'hi<lo n un cnmus· 

c;1ramirnto ya sr11 por lftlr el n6n1cro de clonas q11r scc1·ct11n :1nti

c11rrpos llr tipo coopcr:1tivo sr:1n muy rcducid;1s o po1·qur C'Xistan 

intcruccionrs t:1ntn positiv:1~ como negativt1~ r Jo lJU~ se llega 
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a observar es un efecto conjunt~. 

Seria importante clonar más hlbridos y determinar la frecuencia 

de apar1cibn de este fenomeno y de esta manera probar si es un 

efecto que presenta seg6n la clase de lnmunoglobullna y que es 

dependiente de su funci6n o se puede presentar aleatoriamente. 

También se podrían mezclar anticuerpos cooperativos con anti

cuerpos homogéneos no cooperativos tratando de creae poblaciones 

con diferentes grados de heterogeneidad y así valorar el papel 

de la heterogeneidad en la aparici6n de interaccciones. 

Queda por demostrar si el brazo ascendente es resultado de coop! 

ratividad entre los sitios activos de la molécula de inmunoglob~ 

lina; si esto es asi los fragmentos monovalentes no mostrarán es 

te efecto. 
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A N E X O 

folJDEl.O TEORICO 

Sitios Activos Idénticos e Independientes en Anticuerpos Monova

lentes. 

Scartchard (62), postula que la interacción entre un solo activo 

del anticuerpo [S] y un hapteno monovalente (11] con constantes de 

asociaci6n y disociación K1 y K_ 1 en el equilibrio se puede repr! 

sentar: 

K 
11 + s __ l _ _. 115 

~ 

De acuerdo a la ley de Acci6n de Masas, la velocidad de formaci6n 

del complejo es proporcional a la concentración de los. reactiy9s. 

Por lo tanto, la velocidad de asociación es K1 [H] [S] y la vel~

cidad de disociación es K_ 1[H5]. En el equilibrio ambas veloci

dades son iguales: 

K¡ [11] [5] = K_ 1 [115] 
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donde K
0 

~ a la con,tantc de afinidad en el rqui 1 il>riu. Si la 

conccntraci6n total de sitios activos es S
0

; ISI <e p11cdL• sus

tituir por ( IS
0

] - [HS] ) en la ecuac16n anterior: 

[HS] y por rearre!(io 

[H) ( [S
0

) • [llS] l 

[llSI por tanto 
Ko ( [S

0
] - [llSI ) 

1111 

-1!!§.l_ 6 B K[S
0

] KlllS] 6 
(11) ll 

KS KB ( l o 

Esta ecuaci6n tiene las siguientes propiedades: 

) 

a. Es la ecuaci6n de una recta, ya que al graficar B/11 6 [llSJ/llll 

contra [HSI 6 B debe de ciar una línea recta cuya pendiente C>' ·Ko. 

b. Cuando la concentraci6n de ligando libre [111 es muy pequefia 

[HS]/llll tiende a KS
0 

o sea al producto de la concrntración de 

todos los sitios activos por su constante de afinidad y cuando 

(111 es muy grande [llSl/1111 tiende a IS
0

] o sra la conccntraci6n 

de todos los sitios activos. Figura 23. 

B So 
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Sitios Activos TUéntico• e Indrp~!.1.~!~!~~-E_~1_A!!~<:=-~·-~~P-~_!liva

lentrs. 

Klotz. (32) da el •iguiente tratamiento al cuso en que una mo

llcula bivalente se una o dos ligandos: 

La mo16cu1n A es capaz de unirse il una o tlos mol6ct1l;1s <le ll 

dando los comp!<>jos AH 
1 

y All
2 

o srn: 

A 11 11 

De aqui qt1c las const3ntc~ de cc¡uilil>rio 1nctlidns cxp~rimcntu~ 

mente K1 y K
2 

c•tfin definido• as1: 

[All1 J 
[A[ [111 

K = 
2 

rA11T 1 
[All1 [il! 

Ali¡= K¡ [A] [H] 

K 
~

K-¡ 

K2 --r_-z 
y 

lle aquí c¡uc ... 

( 2 ) -

Afl2= K 2 [AH 1 J (11] pero Ali¡ K¡ [A](!!] entonces .. 

AH 2 ~ K2K1 [AJ (11] 2 ( 3 l 

y 

(AJ= [A
0

] - [All¡I - [A11 2J donde ( 4 

(1\0 ] conccntraci6n molar total de anticuerpos bivuh-ntcs y 

K1 y K2 •on las constantes de afinidad cxpcrimentalrs Je la 

pcrimera y segunda rrncción. 

Si Ali¡ = K1 fA[ [HI 
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[AJ [Ao] - AH1 - AH2 

Allz Kz [AH1 J (HJ entonces ... 

All1 = K¡ [HJ [Ac] 
1 + K¡ [llJ + K1K21111 2 

( 5 ) 

y si 

All2 K2 [AH¡] [ll] KzK ! [AJ [llJ 2 y [AJ 

entonces. 

( ú ) 

por lo tanto el ligando total (Bt) es: 

K¡A0 11 

l+K 1 (11] +K 1 K2 [HJ z 
+ 2K 1 K2A0 [llJ 2 

l+K¡[ll]+K 1Kz[11]2 

donde 

K1Aolll] + 2K¡Kzilc[llJ 2 

1 + K¡[llJ + K¡K2[1l] 2 
)' de aquí 

11 = ·K¡ (Aa-Btl ± ~ cd~tl 2 
+ 4Dt K1K2(2A0 -Dtl 

2K¡Kz(2A
0 

- Dtl 

( 7 ) 

Se divide entre K1 y se toma la raíz positiva de manera que 

· H = O cuando Bt = O 

11 = Br·A0 + -j (Ao·Btl
2 

+ 4Br K2 /K¡ (2A0 -Dtl 

2K 2 (2A 0 - Bt l 
( 8 ) 
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La relación de pegado ~obre libre derivn de la ccuaci6n ( 7 ) 

K1A0 [H] + 2K 1 K~A0 (ttJ 2 

l + K
1

[HI + K
1

K
2

[H]
2 

Dividiendo ambos t6rminos de In ecuaci6n entre 11 tenemos ... 

entonces, 

K1A0 [11J + 2K 1K21\[I1] 2 

11 

1 + K [11] + K K [lll 2 
1 1 2 

K¡A
0 

+ 2K 1K2A
0

ill] l 9 ) 

1 + K
1

tHI + K
1

K2 [11] 2 

y de H y Bt/11 se puede obtener ln pendiente que es: 

dH 2Kz- K¡ - 2K 1Kzll·2Kl K~ll 2 

1+4KzH + K¡Kzll 

( 10 ) 

Cuando los sitio• son idbnticos y NO hay interacciones, Klotz 

ha demostrado que K1 y K2 están relacionadas a K y entre sí <le 

la giguientc mancrn: 

K¡ = _n_-__ +_l __ K donde, ( 11 ) 
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n • nómero total de sitios ¿ctivos por mo16cula de proteína. 

nómero de sitios ocupados por mo16cula en la i-eslma 

reacci6n. 

En el caso de anticuerpos monom6ricos n 2 e = l 6 2 por 

lo tanto: 

0.25 ( 1 z ) 

En ciertas situaciones K1 y K2 pucde~ .. cstar relacionadas en for 

ma sencilla. Si los dos sitios activos en A son idénticos en 

su afinidad intrínseca por ll, pero son indistinguibles el uno 

del otro, se pueden designar para estos propósitos colocando a 

un enlace a la derecha y otro a la izquierda de A : 

l!-A- y -iHI 

se puede considerar que cada una de estas especies mantiene su 

propio equilibrio con las especies componentes -A- y H, por lo 

tanto: 

·A· + H H-A-

-A- + H ·A·H K = 

(11-A-] 

(H]( ·A-] 

[-A-H) 

(HJ[-A·] 

como los dos sitos son idénticos por su afinidad intrínseca por 

H, las constantes de equilibrio intrínsecas K , son la misma. 

Esta constante intrlnseca se puedé relacionar entonces con la 

constante experimental K1 6 K2 tomando en cuenta que: 
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[-A-H] + . [H-A- J = AH
1 de aquf se deduce: 

K = [AHJ l - [-A-HJ + [H-A-1 - J_-_A-11] IH-A-1 = • 2K 
i l1lTfAl - rn11A1 - TTITIAT + nm K + 

Por medio de un proceso similar se relaciona K2 con la constan

te intrínseca [K). Ya que la formacl6n de A11 2 ocurre de las si 

guicntcs maneras: 

11-A- +fl= [ll-A-11] K 

-A-11+11~ [ll-A-11] K 

(111 fil-A-] 

(AH21 

[111[-i\-ll] 

se puede inferir que ambas K son igaules, ya que los dos sitios 

son id"nticos en su afinidad por 11 y se puede concluir que: 

entonces, 

[Allzl 
Kz= ----

[AH1) fil] 

-A-H 11-A-

[All2] 
K/2 

( [-A-111 + [H-A-1) [11] l 211-A- 1 [11] 

De ambas ecuaciones y tomando en cuenta que los dos sitios en A 

son idénticos en su afinidad intrinsaca por H y no hay Inter

acciones entre ellas, Jns constantes experimentales K2 y K
1 

se 

relacionan de la siguiente manet·n: 

K 
2 

o su equivalente K2/K 1 K/2/2K [). 25 

11.25 K¡ en tal caso la>' ecuaciones (H) y 
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(9) resultan en: 

H 
( 13 ) 

y 

( 14 l 

De estas ecuaciones se puede obtener: 

( 15 ) 

Una relaci6n lrneal entre Bt/11 y Bt con un intercepto en el eje 

de las ordenadas igual al producto K
1
A

0
, un intercepto en el 

eje de las abscisas a ZA
0 

y una pendiente igual a -ZK2. 

Esto quiere decir que en ausencia de interacciones, la suposi

ción de que el anticuerpo sea una molécula bivalente no altera 

la linealidad de una gr~fica de Scatchard. 

Sitios Activos Idénticos con Interacciones en Anticuerpos Biva-

lentes. 

Existen interacciones positivas cuando K2 > K
1
/4 e interaccio-

nes negativas cuando K2 < K1/4 En ambos casos la gráfica 

lineal se curva, para el caso de cooperatividad negativa hacia 

abajo y para el caso de cooperatividad positiva hacia arriba. 

Sin embargo, los interceptas no se alteran por la• intcraccio-

ncs. 
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y como se puede deducir de la ecuaci6n ( 9 ): 

( 16 ) 

cuando 

H ----+ o 

o 

y de la ecuaci6n 8 ), considerando ..•. 

H -----· ''° 
cuando 

Para anticuerpos bivalentes la condici6n para obtener un máximo 

en la gráfica de Scatchard es que K
2 

K1/2. Esto se deduce a 

partir de la ecuaci6n ( 10 ) . Cuando 

Se obtiene que: 

H 

i 
-K1 + ([4K1K2 - K~)) 

2K 1K2 

( 17 ) 

y K
2 

> K
1
/2 para que H tenga valores positivos, o sea que K2/K 1 

debe ser mayor de 0.5. 

Para obtener las ecuaciones para el máximo, se sustituye la 

ecuaci6n ( 17 ) en las ecuaciones ( 7 ) y ( 9 ) : con lo que se 
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obtienen las coord~nndas del máximo que son: 

K2
1 

l 
Ao 1 - f4K 1K2 ) 

X = [Bt)Max = 
1 ( 18 ) 

4K 2 - K 
1 

y = (Bt/ll)Max 
ZA

0
K2 ( [4K 1K2 

- K2] 
1 [ 19 ) 

4Kz K¡ 

En gráficas de Scatchard que presentan un máximo se pueden obte 

ncr estimados de 

K2 

y de la ccuaci6n 

K1 y K
2 

o partir de la ccuoci6n 

y2 + ¡ yZ ¡y2 - A2 
l 

[ K2 ll ) 2 
o 1 

2A~ K 
l 

18 ) : 

[Az] 
- ( ( o ) + 1 ) 

(i\-XJ 2 

(Ao - x¡
2 

4Kz 

A~ + [ \~ - X J 2 

y las ecuaciones ( 18 J y ( 19 ) 

( 19 ) . 

( 20 ) 

( 21 ) 
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. ( l2 ) 

X ) 

K1 tambibn se puede estimar del intercepto con el eje de las or 

denadas, K
2 

de la pendiente tic la curva con el intercepto del 

eje de las abscisas y la relaci6n K2/K 1 del intercepto con el 

eje de las ordenadas )' (Bt/ll)Max: 

N = ll\/11) Bt~ 6 

( 23 ) 

o de la ecuaci6n ( 19 ) : 

K __ 2_ 
( 24 ) 

Kl 

Otra manera de conocer el grado de coopcratividad es Ben el 

modelo de Thakur y Delisi. ( 69 

Las ecuaciones para el c5lculo Je cooperatividad en receptores 

bivalentes homogéneos son: 

A partir de la ecuaci6n ( 21 ) 

B 

( 25 ) 
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Este autor propone que: 

1 - r 

lineal izando ln ecuaci6n se tjc11c 

lag a lag K + a lag [111 ( 26 ) 
J - r 

donde a, es un [ndicc de heterogeneidad <le los sitios de fija

ci6n. 

Una gr&fica <le esta ecuaci6n nos permite conocer el valor de In 

constante promedio de asociaci6n y la <listril>uci6n <le los cons 

tantes de afinidad individuales en Ja constante promedio de aso

ciaci6n. 
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ANEXO 

l][ 

H 1 n R 1 n o M A s 

Los anticuerpos puedcr1 utJliz11rsc como instrumentos vcrs~ti1cs 

puru el nnfilisis y purificaci6n de mol6culus en mezclas comple

jas. Sin embargo, su ut1lidud había estado rcstrimgida por li

mitaciones en 1a cspccificitlittl de los ;1ntisucros co11vcnc1011ulcs. 

Tales limitaciones pueden ~operarse con el uso de 1:1 técnjca de 

fusibn celular p;1ra generar líneas cclulurcs sccretor11s de anti 

cuerpos monoclonulcs (hibridomas). 

Los tumores asociados con In producción de inmunoglobulinus son 

los llamados linfomas y los plasmacitomas. Ambos tumores rcpr~ 

sentan derivados ncoplfisicos de vnrios tipos celulares clcntro 

de lns c6lulas del s1~tcma i11munol6gico; la inmunoglobulina pu~ 

de ser sccreta(la o cst;1r unid11 a li1 superficie celular o aml1ns 

Tabla X. 

Los tumores productores de inmunoglobulinn mfis :1mpliamcntc cst~ 

diados L'n ratón son lo~ pla:.maci tomns, ya qur parccC'n originur

S<' de ci,lulas especializadas de tal forma que puC'dcn producir 

ún1cument<' un •olo tipo molC'cular de inmunoglohullno. Los pla! 
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TABLA X 

TUMORES PRODUCTORES DE 11'1'1UNOGLOBUl.INAS EN llATONliS a 

Irununocitos nonnalcs 
de los cuales se ori 
ginan los tumores 

Linfocito B 

Linfocito T 

Inmunoblastos 

Célula Plasmática 

Linfoplasmaci to 

Producci6n de Inmunoglobul ina 

Superficie Celular Secretora 

a Tomada deShevach,1982 (65) 

Designación patol6gi 
ca del tumor -

Ncoplasma linfocíti 
co 

Neoplasmas (leuce- -
mfos) 

Leucemia celular 
plasmática, neoplas
mas celular retiL1.1-
lar tipo Bc 

Plasmacitoma (mie
loma) 

Linfoma 

b No se ha demostrado convicentemcnte la presencia de irnnunoglobulina sobre 
la superficie de los linfocitos T. 

Los neoplasmas de células T (leucemias en rat6n) son los neoplasmas 1 info
reticulares más conúnes en rat6n. En estos tumores no se ha demostrado la 
presencia de receptores para irununoglobulinas. 

e El neoplasma celular reticular tipo B es un tumor plcomórfico en la clasi
ficaci6n de Dunn. Este neoplasma contiene una mezcla de tipos celulares 
que pueden ser muy dendríticos y que están asociados con fibras reticula
res. 

d En algunos plasmacitomas. se ha demostrado que tienen inmuaoglobulinas en 
su superficie. 
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mncitomas son de origen monoclonal en base a lo inmunoglobulina 

homogénea que produce cada tumor. Pueden inducirse experimen

talmente en ratones de cepas slngénicas. Merwin y Algire (41) 

fueron Jos primeros en inducir plasmacitomas en ratones <le la 

cepa BALB/c, al probar la sobrevida de un tejido alog6nico en 

cámaras de mllllpore Implantadas en cavidad peritoneal. Post! 

riorrncntc, se utilizaron otros agentes inductores como la mcz-

cla adyuvante-estafilococo (53), aceite mineral (54), pritlin 

(2,6,10,14-hexiloctodecano). Este dltimo fué aislado en 1917 

por Tsujimoto del hlgado de tiburón (3). Estudios posteriores 

han mostrado que su origen es probablemente blogénico ya que 

constitutye entre el 1-31 del cuerpo de varias especies marinas 

de copépodos. 

Antes de 1964 se había tenido mucho dificultad en establecer lÍ 

neas contínuas de plasmacitomas murinos en cultivo. No fué sino 

hasta 1966 que Petting1ll y Sorenson después de un cuidadoso pe

ríodo de aduptaci6n pudieron establecer la linea X5563 (51). Es

ta línea habia sido transplantada en ratón en 1956 y hasta la f! 

cha produce la misma inmunoglobulina. Por el mismo tiempo Sachs 

y col. (SS) adaptaron la linea MOPC-21 (P3) a cultivo, la cual 

producia grandes cantidades de !gG1 . Esta lineo no pudo ser re

cuperada después de haber sido congelada. Posteriormente otra 

linea P3K fué establecida por lloribata y llarris (28) y al ser re 

cuperada después de haber sido congelada se distribuy6 a otros 

laboratorios. Por otro lado, Scharff y col. (63) establecieron 

la línea MPC-Jl. 
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Las lineas celulares P3 y MPC-11 fueron utilizadas para ""tudios 

de síntesis de inmunoglobulinas in vitro, así como en estudios 

de clonaci6n y mutagéncsis. Lo que di6 por resultado ln existen 

cia de mutantes no sccretorns. Por otro lado, Milstein (11) dc

riv6 una suhlínca de P3 resistente a 8-uzaguunina (8-;1za), ahora 

l lamatla l'3/X63-Ag8. J:sta l ínca fué utilizada primeramente para 

estudiar fusi6n tle <los células plasm&ticas lo que revc16 que 

las c6lulas hibri<las produc(an amh:1s protcinas <le mioloma, por 

lo que Kohlcr y Mi lstein (l97óJ fusionaron una célula plasm(1tica 

normal con X63 y obtuvieron un resultado espectacular donde el 

híbrido producía tanto la proteína de la línea MOPC-Ll como un 

anticuerpo contra gL6bulos rojos de carnero. Debido a este cstu 

dio se les considera como los pioneros de la técnica de hibrida

ci6n celular (hihri<lomas), la cunl esencialmente ''inmortal iza" 

células individuales formadoras de anticuerpos y permite la pro

ducci6n <le cantidades ilimita<l¿1s Je anticuerpos monocspccíficos 

homogéneos contra casi cualquier antígeno sin que ncccsartamcnte 

éste último esté puro. i\<lemús mostraron que la fusión entre una 

cblula normal secretora do anticuerpo y una c6luln de micloma, 

podía llevarse a cabo utilizando virus de Sendai. Las c6lulas 

resultantes continuaban sccrctnndo inmunoglobt1linas de ambas c6-

lulas y rctenian adem5s las propic<lndes melignns del mielona pa

rental. Por lo tanto, <lebido a la naturaleza clonal de la res

puesta inmune esta técnica po<lín rc~ultar en la producci6n de 

anticuerpos ahsolutamente específicos. 
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F U S I O N C E L U L A R 

Durante la primera <l6c¡1dn del siglo XIX con el <lescL1brimic11to 

<le las c6lul:1s 1nultinuclcu<las, se <licron los primeros intlicios 

de que podía ocurrir la fusión entre células ~~omáticas. Sin cm 

borgo, a pesar de los adelantos en el siglo XIX los híbridos ce 

lulares no fueron descubiertos si110 hast;1 1960; <le at¡ui en ade

lante el conocimiento acerca <le este tem~1 tuvo ttn gran av¡1ncc 

c¡uc culmin6 con el <lcs;1rrollo tic la técnic:1 <le J1ibri<lomas , 

Tabla XI. 

Aunque gr:1n ¡1artc de la irnportanci¡1 J1lst6rica <le los estudios 

de c&Julas somhticas hlhridns estaba basada en In fusl6n celular 

espontánea, actualmente se conoce que la fusi6n celular puede 

ser induci<l:1 por el uso de cic1·tos agentes, tales como los virus 

las lectinas el polietilenglicol (PEG]. 

En 1974 el PEG fu& iritroducldo como un agente aglutinante para 

protoplastos <le vegetales. Tambi6n se observó ~n nito índice 

de fusión celular. Un allo después Pontecorvo (52) lo expcrimc!! 

tó en un sistema de c6lul¡1s animales, obtcnicn<lo lo5 mismos re

sultados por lo que propició su utilizaci6n como agente fusio-

nante. 

El PEG es un pollmero de peso molecular elevado cuya estructura 

química se expresa como sigue: 



-116-

T A B l. A XI 

CRONOLOGIA Dll EVENTOS EN LA llISTORIA Dll LA lllBRIDACION DE 

CELULAS SOMATICAS 

1960 

195 7 
1962 

1963 

1964 

1965 

1966 

1967 

Barski, Sorieul y Cornefert (4,5), descubren híbri
dos celulares formados in vitro por fusi6n celular 
espontánea. - --

Okada (44,45 y 46) demostr6 que el virus de Senda! 
inactivado con ll1z ultravioleta, puede usarse in 
vitro para fusionar y generar homocariontes. Sorieul 
Yí¡prirussi (68), confirman los resultados de Barski 
y col. 

Gcrshon y Sach• (24) confirman los resultados de 
Barski y col. 

Littlefield (36), introduce el uso de células mutan 
tes y medio de cultivo selectivo para la separaci6ñ 
de células híbridas. 

flarris y IVathns (25), e independientemente Okada y 
Murayama (47), producen el primer heterocari6n espe 
cífico usando el virus de Sendai inactivado. Ephrussi 
y lfoiss (20), producen el primer sincari6n interespe 
cífico por fusi6n espontánea. -

Ycrganian y Nell (77), demostraron que el virus de 
Sendai puede usarse para producir híbridos. Davidson, 
Ephrussi y Yamamoto(l4), usando células de melanoma 
y células no pigmentadas, demostraron que un marcador 
fenotípico de difercnciaci6n histiotípica (p.c. pig
mentaci6n) puede irse eliminando selectivamente en 
los híbridos. 

Weiss y Green (74), descubrieron la eliminaci6n pre
ferencial de los cromosomas humanos en los híbridos 
rat6n-humano y demostraron que este fen6meno puede 
.usarse parn mapear genes en el hombre. IVatkins y 
Dulbecco (71), e independientemente Kropowski y col. 
(35), demostraron la liberación ~e v•rus cuanda par-
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tlculas activas SV40 emergen de híbrido' derivados 
de células transformadas permisivas. 

1969 llarris, Klein y sus colegas (26), iniciaron experi -
mcntos donde mostraron que la malignidad no necesa
riamente domina en sincariones derivados de células 
normales y oncogénicas. 

1970 Lucy y col.(38), iniciaron los experimentos para in
ducir fusión celular con lectinns. Cocking y col. 
(58), posteriormente fusionaron protoplastos de pla! 
tas_ 

1971 Rudle, Bodmer, Miller, Siniscalco, Bootsma y col. 
(61), comenzaron con el uso sistemático de la hibri
daci6n celular como un sistema experimental para el 
mapeo de cromosomas humanos. 

1972 Carlson, Smith y Dearing (9), produjeron un híbrido 
interespecífico de la fusi6n de protoplastos de pla! 
tas_ 

1975 Klihler y Milstein (33), desarrrollaron la técnica de 
hibridoma como una fuente de anticuerpos homogéneos 
con actividad monoespecíficn. 
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Además es un compuesto relativamente no t6xico para lns células 

que produce una alta incidencia de fusión celular, la cual va 

en relación con su concentraci6n y a su peso molecular. Se han 

obtenido mejores resultados cuando el PEG se u1a a una concen

tración del SOi y con un peso molecular entre 300 y 6000 dnlto

nes. Esto sugiere que en el PEG hay un peso molecular mínimo 

(300) o un n6mcro mlnimo de suhunidades repetitivas (alrededor 

<le 5), debajo de las cuales tiende a perder su activiJnd Je 

agente fusionantc. Existen otros factores t:omo el pi! y la den-

sidad celular que pueden afectar la eficiencia de 1a fusión (15). 

P¡1rn poder conocer algo sol1rc vl mcc:inismo <le 1l1si611 es ncces;1-

rio considerar la arquitectura Je la membrana p1asmútica. La 

membrana plasm6tic¿1 cstfi constitt1f<la en t111 60-80~ de ¡1rotcínas, 

20-401 de lípidos. En los ~1fto~ cinct1c11tas se postt1l6 ttn modelo 

conocido como el de llavson-llnniclli-Hohcrtson o modelo Je la h!_ 

capa(l6), en donde la membrana cstG constituíJ:1 en su interior 

por lípi<los 1 cuyos c~.trcmos hi<lrofílicos se encuentran orienta

dos hacia afuera, y en donU.c :1mhos extremos se encuentran cu

biertos por protcfn;1s. Uurantc In <l6call:1 Je los scse11tas este 

modelo pcrdi6 popularidad ya que no cxpl icabn fon6menos como la 

fusión, por su relativa ausencia de carbohidrato~, su simetría 

bilateral r{gida y su cornposici6n Je protcinas en configuraci6n 

B (31). El modelo que se acepta m4s amplinmentc es el de Ja 

hicapa de Jipidos. En este modelo, lns protelnns de In membra

na p1asm6tica no cst6n cxcluillas <le la hicapa <le lít1i<los la 
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cual se encuentra en estado fluído, permitiendo el movimiento 

extensivo de las proteinas bajo muchos estlmulos. El modelo ha 

sido denominado modelo del mosaico fluído o modelo de Singer 

(66). 

Adcm&s de lipidos y protclnns, la mcmhrana plasm6tica contiene 

carbohidratos que se cncucntrtrn como azúcares neutros (galactosa, 

manosa y fucosa), actiluminoa:(1c:1rcs o t1cidos sifilicos que gene

ralmente se encuentran 11nitlos cov:1lc11temc11tc a 1ipi<lo~ )' protc(

nas, por lo que juegan un papel importante en muchas funciones 

bio16gicas (75). Al encontrarse los carhoh id ratos en el exte

rior de la membrana plnsmútica cstf1n implicados en l.:1 fusibn ce

lular, lo cual se ve rcforz:1<lo por los sigl1icntcs 11cLl1os: i) Son 

determinantes de la cspccificitlatl ;1ntig6nica (grupos s¡111guí11cos), 

ii) Son responsables de la carg:1 ncg¡1tiva típica de li1S c61ulas 

a pll fisiolbgico, iii) Proveen los mc<llos para el reconocimiento 

célula-célula, iv) Determinan los sitjos receptores para virus, 

bacterias agentes aglutinantes e in<luctorcs tic exocitosis y v) 

Son importantes en el control <le ln permeabilidad a iones. 

Se ha observado que despu6s de la fusi6n celulor hay una mezcla 

r&pida de los antigcnos de ln superficie celular. Este movi

miento puede ser semejante al que se llev3 n cabo con cationes 

divalcntcs como Ca++, lcctinas, ar1tic~crpos o cationes multiva

lentes como los virus, efectuando un desplnzamlento de recepto

res hacia un 5rca y dejando lihrr otro, fcn6mcno conocido como 

"cnpping" en el caso de anticuerpos y lcctinas. :\demás, las car 



gas de las glicoprotefnas contribuyen a despejar In superficie 

celular y permiten el acercamiento de las dos membranas duran

te la fusi6n (60). Por otro lado, Lucy, 1970 (38) ha sugerido 

que un cambio en los lípidos de la membrana, de bimolccular a 

micelial, favorece la fusión. 

Dingle (17) en base a estudios sobre termodindmica de superficie 

ha postulado que la fusi6n de dos membranas que se ponen en con

tacto y que presentan alta tensión superficial es probable a me

nos qt1c cxist:1n en el medio factores est¡tlJi]iz¡1tlorcs como 11rotc! 

nas. Todo parece indicar que el rearrcglo estructural <le los lí 

pillos no es suficiente para la fusión celular, ya que se rcquic~ 

re de un mcca11is1no qltC cst¡1hilicc l:is 1nc1nbr;111:1s lle t;1J 1=or1n:1 c¡uc 

se preserve su cstructuru integral. Se ha sugerido c¡t1c clicl1a 

actividad rcc¡t1icrc de c11crgia qt1c c11 las c61ulas proviene <le s11 

actividad de ATP:1sn, del Na, ,!el K, Je la asoci:1<la a C¡1++ )' 110 

de la proveniente de 1~1 mitoco11dri;1. 

Al llevarse n cubo la fusi6n entre una c6lula normal y una c6lu

la tumoral, el cultivo sc1·6 r6pi<lamente sobrepasado num6ric;1n1cn

te por las c61ulas tumorales y es ncccsnrio asegurarse de alguna 

manera que sblo los hibridos crezcan. I,n cstratcgin rn~s popular 

descrita por Littlefield en 1964 (36), consisti6 en la selecci6n 

de dos lineas celulares, unn de cJl¡1s carente Je la c11zima hipo

xantina-guanina-fosforribosiltransferasa (llGPRT) y la otra defi

ciente en la enzima tlmidlna kinasa (TK). 

La droga nminoptcrina bloquea In ruta principal de purinas y pi-
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rimidinas y por lo tanto en su presencia las c6lulas que poseen 

las enzimas TK y llPGRT pueden sobrepasar el efecto t6xico de es

ta droga si el medio de cultivo contiene timidina e hipoxantina; 

estas 6ltimus pueden ser metubolizadas directamente por las enz! 

mas a nucle6tidos (ruta primitiva). Sin embargo, las c6lulas 

TK y HPGRT carecen de esta ruta y por ende la síntesis de /\DN 

cesa y la célula muere. SI estas c6lulas deficientes se fusio· 

nan con c6lulas normales los hlhridos resultantes, al adquirir 

las enzimas de la c6lula normal pueden crecer en medio de culti

vo que contiene hipoxantlna, cminopterina y tiwidina (medio HAT). 

Hasta la fecha SP han reportodo diferentes posib1liuu<les de apl! 

cacibn práctica para los anticuerpos monoclonales. A continua

ci6n se presentun ulgunos ejemplos. 
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APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS 

MONOCLONALES 

Diagnóstico scrológico y tipificaci6n de tejidos 

!dcntificaci6n y cpidemiologlo de agentes infecciosos 

Identificnci6n de antigcnos tumorales, clasificaci6n 

de leucemias y linfomus 

Identificaci6n de suhpohlncioncs funcionnles <le c'lu 

las linfoides 

Inmunizaci6n pasiva contra agentes infecciosos 

Potenciaci6n <le rechazo <le tumores 

Manipulación de Ja respuesta inmune 

Dcterminaci6n tlc mct6stnsis. 
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